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RESUMO

Lipossomas multilamelares (MLV’s) sdo vesiculas compostas por diversas bicamadas de
fosfolipidios circundando um compartimento aquoso interno e gerando espacos aquosos
interlamelares com potencial uso em medicamentos por via topica. A B-lapachona (B-lap) € uma
orto-naftoquinona com atividade promissora na cicatrizacdo de lesdes cutaneas, quando
utilizada em baixas concentragdes. O presente trabalho tem como objetivo avaliar o perfil da
cinética de liberagdo in vitro e permeacéo cutanea ex vivo da B-lap encapsulada em lipossomas
multilamelares incorporados em hidrogel de biopolimero produzido pela Zoogloea sp.
Lipossomas contendo B-lap (B-lap-lipo) foram incorporados em hidrogel de biopolimero (ZBP)
e hidroxietilcelulose (HEC) a diferentes concentra¢des do farmaco (B-lap-lipo, B-lap/ZBP-HEC
e B-lap-lipo/ZBP-HEC 15, 30 e 60 pg/g). A cinética de liberagdo in vitro da B-lap, utilizando
membrana de acetato de celulose, e os estudos de permeacdo cutdanea em pele de orelha de
porco foram realizados em células de difusdo vertical de Franz a partir das diferentes
formulagoes (B-lap-lipo, B-lap/ZBP-HEC, B-lap-lipo/ZBP-HEC ¢ B-lap-lipo/ZBP-HEC 15, 30
e 60 pg/g). Uma metodologia analitica de quantificagdo da B-lap por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector UV foi validada apresentando parametros de validagédo
adequados. Os lipossomas (B-lap-lipo) apresentaram tamanho de vesiculas de 1040 + 20 nm,
indice de polidispersdo de 0,408 + 0,017, potencial zeta de -2,41+0,49 mV e eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) de 97,58 + 1,65%. B-lap-lipo/ZBP-HEC mostrou um perfil de liberagdo
mais controlado com relagdo a B-lap/ZBP-HEC ¢ B-lap-lipo. Os dados da cinética foram
ajustados pelo modelo de Higuchi apresentando velocidades de 5,498 + 0,485 pg/cm?/h®°
(r?=0,981), 2,866 + 0,288 pg/cm?/h%® (r>=0,965) e 4,402 + 0,265 pg/cm?/h®® (r>=0,939) para -
lap-lipo, B-lap-lipo/ZBP-HEC e B-lap/ZBP-HEC, respectivamente. De acordo com o método
analitico utilizado, os ensaios de permeacdo cutanea ndo permitiram detectar no meio receptor
a presenga de B-lap liberada a partir das formulacfes testadas. A formulagdo com uma
concentragdo de B-lap de 60 pg/g apresentou menor retengdo cutdnea em camadas mais
profundas da pele. Desta forma, os resultados demonstram que a B-lap-lipo/ZBP-HEC60
constitui uma formulagdo de liberacdo controlada mais adequada a aplicagfes em lesdes

cuténeas para cicatrizacao.

Palavras-chave: Lipossomas. Cromatografia. Polimeros. B-lapachona. Cinética de liberacao.

Permeacéo cutanea.



ABSTRACT

Multilamellar liposomes (MLV’s) are vesicles composed of several phospholipid bilayers
surrounding an internal aqueous compartment and generating interlamellar aqueous spaces with
potential use in topical medications. p-lapachone (B-lap) is an ortho-naphthoguinone with
promising activity in the healing of cutaneous lesions when used in low concentrations. The
present work aims to evaluate the in vitro release and permeation / penetration kinetics profile
of B-lap encapsulated in multilamellar liposomes incorporated in biopolymer hydrogen
produced by Zoogloea sp. Liposomes containing B-lap (B-lap-lipo) were incorporated into
biopolymer hydrogel (ZBP) and hydroxyethylcellulose (HEC) at different concentrations of
drug (B-lap lipo, B-lap / ZBP-Lipo / ZBP-HEC 15,30 and 60 ug / g). The kinetics of in vitro
release of B-lap, using cellulose acetate membrane, skin permeation/penetration studies in ear
skin were performed in Franz vertical diffusion cells from the different formulations (B-lap-
lipo, B-lap / ZBP-HEC, B-lap lipo / ZBP-HEC and B-lap lipo / ZBP-HEC 15, 30 and 60 ug / g).
An analytical methodology for quantification of pB-lap in high performance liquid
chromatography coupled to a UV-detector. Liposomes (B-lap-lipo) showed vesicles size of
1040 £ 20 nm, polydispersity index of 0,408 + 0,017, zeta potential of -2.41 + 0.49 mV and
encapsulation efficiency (EE%) of 97,58 £ 1.65 %. All kinect data were adjusted by the
Higuchi’s model presenting k of 5.498 + 0.485 ng.cm2.h?° (r2=0,981), 2.866 + 0.288 nug.cm"
2h05 (r2 = 0.965) e 4.402 + 0.265 pug.cm2.h?°(r> = 0.939) for B-lap-lipo, p -lap-lipo/ZBP-
HEC and B-lap/ZBP-HEC, respectively. According to the analytical method used, cutaneous
permeation assays did not detect any receptor media in the presence of B-lap released from the
formulations tested. The formulation with a concentration of 60 pg/g showed lower cutaneous
retention in deeper layers of the skin, thus the results demonstrate that -lap-lipo/ZBP-HECG60

is a controlled release formulation more suitable for applications in cuts for healing.

Keywords: Liposomes. Chromatography. Polymers. B-lapachone. Kinetics of release. Skin

permeation.
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1 INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo fornecendo uma grande area de superficie para
aplicacdo de farmacos. A administracdo transdérmica de farmacos tem muitas vantagens em
relacdo a outras vias de administragdo. Estas incluem a prevencdo do efeito de primeira
passagem hepaética, efeitos gastrointestinais indesejaveis, melhoria na adesao do paciente, entre
outras. Varias abordagens tém sido utilizadas para melhorar a permeacdo cutanea. Estas
incluem o uso de agente promotores de permeacdo, otimizacdo quimica do farmaco, o uso da
iontoforese e a incorporacdo do farmaco em sistemas de liberacdo controlada e direcionada
(MAGHRABY; WILLIAMS, 2009).

Diante deste contexto os sistemas de administracdo de farmacos vesiculares tais como
lipossomas se destacam por proporcionar uma administracao direcionada e segura de farmacos
em concentracdo terapéutica, restringindo o acesso a areas ndo-alvo e maximizando assim a
eficacia (RAHIMPOUR; HAMISHEHKAR, 2012).

Os lipossomas tém sido profundamente estudados desde a sua descoberta na década de
60 e continuam a constituir um campo de intensa pesquisa. Os lipossomas séo valorizados pelas
suas vantagens bioldgicas e tecnoldgicas além de serem considerados como sistema de
carreamento de farmacos mais bem-sucedido conhecido até a presente data (BOZZUTO;
MOLINARI, 2015).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas, biocompativeis, formados por uma membrana
composta por uma bicamada de fosfolipidio e colesterol e uma cavidade aquosa interna. Os
lipossomas podem ser classificados de acordo com seu tamanho, nimero de bicamadas e sua
composicdo (KAUR; KAPILA; AGRAWAL, 2007; RAHIMPOUR; HAMISHEHKAR, 2012).

As vantagens dos lipossomas incluem a promocdo de uma maior solubilidade dos
farmacos, a prevencdo da degradacdo quimica e bioldgica sob condicbes diversas de
armazenamento e durante a administracdo, a reducdo dos efeitos secundarios ndo especificos e
da toxicidade de farmacos melhorando a sua eficacia e indice terapéutico (PATTNI; CHUPIN;
TORCHILIN, 2015).

Devido a essas caracteristicas os lipossomas podem exercer diferentes funcdes apos
aplicacdo topica. Entre elas € valido destacar a deposi¢cdo dos lipossomas nas camadas da pele
reduzindo a absorgéo sistémica e assim minimizando os efeitos colaterais (MAGHRABY;
BARRY; WILLIAMS, 2008).

A B-lapachona é um derivado natural do lapachol, presente em pequenas quantidades na

casca da arvore Tabebuia spp (Bignoniaceae). A pB-lapachona pertence a classe das
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ortonaftoquinonas obtido em larga escala através da semi-sintese do lapachol (MATA-
SANTOS et al., 2015; TSENG et al., 2013). B-lapachona apresenta diversas atividades
bioldgicas entre elas a cicatrizacao de feridas (KUNG et al., 2008; FU et al., 2011). Entretanto
€ uma molecula pouco soltvel em agua (0,038 mg /ml) e fotoinstavel limitando a sua ampla
aplicacdo terapéutica (CUNHA-FILHO; MARTINEZ-PACHECO; LANDIN, 2013). Dessa
forma sua incorporagéo em um sistema de liberacéo controlada como os lipossomas é altamente
viavel, tornando-a candidata a se tornar um farmaco administrado pela via topica.

As formas farmacéuticas semissolidas sd@o os principais veiculos de escolha para
administracdo topica de farmacos. As caracteristicas que justificam isto sdo que quando em
contato com a pele apresentam boa espalhabilidade, permanecendo aderidos a pele até serem
removidos por transpiracdo ou agentes externos. Com o0 avanco no entendimento das
propriedades e fatores que controlam a permeacdo de farmacos, das propriedades fisico-
quimicas dos excipientes em uma formulacdo, exige-se produtos dermatoldgicos fisicos,
quimicos e biologicamente mais estaveis e com eficicia melhorada (MIERS, 2015).

A bactéria Zoogloea sp. produz um um polissacarideo extracelular celulésico a partir do
melaco de cana-de-agucar. Este biopolimero é capaz de formar uma matriz gelatinosa, com
caracteristicas de hidrogel (PATERSON-BEEDLE et al., 2000). Biopolimero oriundo da
Zoogloea sp. (ZBP) tem sido utilizado para muitas aplicacbes bioldgicas entre elas a
cicatrizacdo de feridas. Estudos tém demonstrado que o filme de polissacarideo celulésico de
Zoogloea sp. Pode reduzir o tempo de cicatriza¢do e controlar a infec¢do local, sendo uma
terapia adjuvante eficaz para o tratamento de feridas (DE LUCENA et al., 2015).

Portanto este trabalho propde avaliar a cinética de liberagdo in vitro e realizar estudos
de permeacdo cutanea ex vivo, através da pele da orelha de porco, da B-lapachona (B-lap)
encapsulada em lipossomas multilamelares (MLV’s) e incorporados em uma blenda polimérica
composta por um biopolimero natural oriundo da bactéria Zoogloea sp. (ZBP) e um polimero

sintético, a hidroxietilcelulose (HEC).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 APELE

A pele é o mais extenso 6rgdo do corpo humano, aproximadamente 10% da massa
corporal, e o Unico que interage intimamente com o ambiente externo. Muitas das func¢bes da
pele, como protecdo e manutencdo da homeostase, podem ser classificadas como essenciais
para a sobrevivéncia humana (WALTERS, 2002). O pH da pele esta entre 5,5 e 7. Esse valor
varia de acordo com a regido do corpo, sendo mantido por um sistema tampdo de acido

lactico/lactato pelos &cidos do suor, sebo e elementos acidos da queratina (PRISTA et al., 2003).
2.1.1 A pele humana

A pele humana possui origem ectodérmica (por exemplo, queratinécitos e melandcitos)
e mesodérmica (leucocitos e fibroblastos e vasos). A pele regula a temperatura corporal e 0
equilibrio dos fluidos, atua no metabolismo (sintese de vitamina D) e serve como barreira contra
infeccOes e injarias (SPELLBERG, 2000). Este 6rgdo apresenta trés camadas: a epiderme
(tecido epitelial), a derme (tecido conjuntivo) e a hipoderme (tecido adiposo) (Figura 1).

Figura 1 — Pele e seus estratos.
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Fonte: Adaptado (MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008)
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Na epiderme, a camada mais superficial € o estrato ou camada cornea. Mais abaixo se
encontram as camadas granulosa, espinhosa e basal. (DANGELO & FATTINI, 2005).

A epiderme ndo possui vasos sanguineos e a manutencgédo de sua vitalidade se da pela
difusdo de nutrientes e residuos através da juncdo dérmico-epidérmica. E formada por cinco
camadas, que sdo: o estrato germinativo (camada basal), estrato espinhoso, estrato granuloso,
estrato ldcido e estrato corneo (EC). Uma vez que as células do EC estdo mortas, a epiderme
sem EC é normalmente denominada epiderme viavel (MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS,
2008).

O estrato corneo (EC) representa a principal barreira fisica da pele limitando a
permeacao de substancias e a difusdo de agua para fora da pele. Sua estrutura, cornedcitos ricos
em queratina que estdo embutidos na matriz intercelular rica em lipidios, forma uma estrutura
frequentemente denominada de “tijolos e argamassa” (PROW et al., 2011). Devido a sua
estrutura ha uma dificuldade na entrada de farmacos aplicados topicamente, com excecdo dos
que sdo lipossollveis e de baixo peso molecular. Isto representa um desafio significativo para
a administracdo de medicamentos através desta via (PRAUSNITZ et al., 2008).

A derme € composta por proteinas fibrosas (coldgeno e elastina) e um
mucopolissacarideo, o &cido hialurdnico, que forma o componente de gel da matriz. O &cido
hialurénico é composto por glicosaminoglicano e carrega uma forte carga negativa devido aos
seus numerosos grupos laterais hidroxila e carboxila. Sangue e vasos linfaticos, terminacGes
nervosas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas também estéo presentes.
(MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008; SPELLBERG, 2000). A hipoderme é a camada
mais interna da pele, sendo composta principalmente por adip6citos. As principais fungdes
desta camada sdo protecdo mecanica e isolamento térmico (SILVA, 2016).

A pele apresenta inimeras vantagens em relacdo a outras vias convencionais tais como
administracdo oral e injecbes intravenosas e subcutaneas, pois sdo em grande parte menos
invasivas, amplamente aceitas pelos pacientes e ndo requerem formacéo especializada para a
sua administracdo (BOAKYE; PATEL; SINGH, 2008). Além disso, a pele como via de
administracdo topica, tem um elevado potencial na terapéutica porque exibe uma grande area
superficial e permite liberacdo controlada de substancias ativas. Evita-se com isto uma grande
variacdo na concentracdo plasmatica do ativo com consequente diminui¢do da quantidade de
administracbes e também do efeito de primeira passagem hepatica, melhorando a
biodisponibilidade do farmaco (ZHAI; ZHAI, 2014).
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2.1.1.1 Permeabilidade cutanea

A eficécia dos farmacos aplicados topicamente é, muitas vezes, limitada pela sua baixa
capacidade de penetracdo na pele. Existem muitos métodos para melhorar a administracdo
cuténea de farmacos que se baseiam na utilizagdo de substancias quimicas que intensificam a
penetracdo cutanea, sistemas de liberacdo controlada de farmacos ou estratégias fisicas tais
como a iontoforese (MOSER et al., 2001).

Observa-se que a passagem de farmacos atraves da pele pode ser dividida em trés etapas:
a) penetracdo, que corresponde a entrada de uma substancia para uma camada especifica da
pele, b) permeacdo, a penetracdo de uma camada para a outra, €, ¢) absor¢do, quando o farmaco
atinge o sistema vascular (BOLZINGER et al., 2012).

A permeacdo do farmaco através da pele inclui a difusdo deste através da epiderme
intacta e através dos apéndices da pele, ou seja, foliculos pilosos e glandulas sudoripara. Em
contrapartida a penetracao do farmaco é normalmente limitada pelo estrato cdrneo. Os possiveis
mecanismos de permeacdo de um farmaco através da pele séo o transcelular (entre dos lipidios
do EC), intercelular (através dos lipidios do EC) e transperpendicular (através das glandulas e
foliculos) (MOSER et al., 2011; SILVA et al., 2010). A Figura 2 apresenta um esquema da pele
(epiderme e derme) com as possiveis rotas de permeacéao cutanea.

Figura 2 - Desenho esquematico da pele, das camadas que constituem a pele e as rotas de

permeacio cutanea.
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2.1.2 A pele animal

Os estudos de permeacdo cutanea de farmacos desempenham um papel fundamental na
selecdo de sistemas candidatos a administracdo dérmica ou transdérmica de ativos. Esta
avaliacdo é geralmente realizada em células de difus&o cujos compartimentos doador e receptor
sdo separados por uma membrana. A pele humana, excisada de cirurgias ou obtida de cadaveres,
é a membrana de escolha, porém espécimes de tamanho e qualidade suficientes para os estudos
de penetracdo ndo sdo facilmente acessiveis a maioria dos pesquisadores. Com isso, modelos
animais, utilizando pele excisada de ratos, coelhos e porcos, para estudos de permeacédo cutanea
sdo investigados e amplamente utilizados, apesar das diferencas existentes entre a pele animal
e a pele humana em varios niveis. (CILURZO; MINGHETT]I; SINICO, 2007; SCHMOOK;
MEINGASSNER; BILLICH, 2001).

A pele excisada da orelha do porco é um modelo bem aceito e prontamente disponivel
para estes estudos e é frequentemente utilizado para avaliar a penetracdo de formulagtes
farmacéuticas topicas. A espessura da epiderme, a composicdo lipidica, as caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas e a permeabilidade da membrana a diversos compostos, tornou a
pele de orelha de porco cada vez mais utilizada em aplicagOes ex vivo (SEKKAT; KALIA;
GUY, 2002; SONGKRO et al., 2003).

Estudos relatam que a espessura do estrato corneo, e alguns parametros como a
difusividade e o coeficiente de permeabilidade da agua através da pele do porco in vitro e da
pele humana in vivo sdo correlacionaveis (SEKKAT; KALIA; GUY, 2002). Além disso a pele
de porco é facilmente obtida a partir de matadouros e suas e propriedades bioquimicas e
histoldgicas foram repetidamente demonstradas como semelhantes a pele humana (GODIN;
TOUITOU, 2007).

A pele a ser utilizada em modelos de penetracdo cutanea in vitro pode ser fresca ou
congelada. A preparagdo da pele envolve varios processos. A pele obtida por tais processos
pode se apresentar como: pele integra (full thickness), epiderme separada por calor ou estrato
corneo isolado. A pele integra é obtida pela separacdo da mesma do tecido subcuténeo e a
espessura apresentada apds a remogdo tem correlagdo com a penetracdo e/ou permeagdo do
farmaco na pele (HEARD; SCREEN, 2008; FRIEND, 1992).

A permeacdo de farmacos através das rotas disponiveis pode ser aumentada através de
trés mecanismos: aumento da difusdo do farmaco através da pele, aumento da solubilidade do
farmaco na pele e aumento do grau de saturacdo do farmaco na formulacdo (MOSER et al.,

2001). O estrato corneo € a principal barreira a penetracdo na pele de diversos farmacos. Dessa
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forma aplica-se a primeira Lei de Fick (Equacdo 1) para descrever o processo de difusdo do
farmaco nesta camada (WALTERS, 2002):

J= DmCsm CC—" (Equacéo 1)

L

Onde J ¢ o fluxo de farmaco através do estrato cOrneo, Dm ¢é o coeficiente de difusdo do
farmaco, Cs,m é a solubilidade do farmaco, L é a espessura da membrana (pele), Cv é a
concentracdo de farmaco dissolvido no veiculo e Cs,v ¢ a solubilidade do farmaco no veiculo.
Sendo assim pode-se afirmar que o fluxo de farmaco através da pele, J, aumenta com o aumento
do coeficiente de difusdo do farmaco na barreira (Dm), com a solubilidade do farmaco na
barreira (Cs,m), o aumento de concentracdo de farmaco no veiculo (Cv) ou ainda com o
decréscimo da sua solubilidade no veiculo (Cs,v ) (MARTINS; VEIGA, 2002).

2.2 B-LAPACHONA

A B-lapachona é uma orto-naftoquinona (Figura 3), um derivado natural do lapachol,
presente em pequenas quantidades na casca da arvore Tabebuia sp (Bignoniaceae). A B-
lapachona é sintetizada em larga escala pelo tratamento com é&cido sulfdrico do lapachol e
possui uma ampla gama de atividades biolégicas (MATA-SANTOS et al., 2015; TSENG et al.,
2013).

Figura 3 — Estrutura quimica da B-lapachona.
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Fonte: TSENG et al. (2013)

A B-lapachona é considerada uma molécula promissora por exibir atividades bioldgicas
importantes tais como as antiesquistosomal (AIRES et al., 2014), antifungica (BRILHANTE et
al., 2016), antimicrobiana (CAVALCANTI et al., 2015), antineoplasica (LI et al., 2014),
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antiinflamatéria (TSENG et al., 2013; SITONIO et al., 2013) e na cicatrizacdo de feridas
(KUNG et al., 2008; FU et al., 2011).

Esta molécula possui caracteristicas fisico-quimicas interessantes para permeacao e
penetracdo atraveés da pele tais como seu baixo peso molecular (242,3 Da) e adequado log de P
(2,5) (MORENO et al., 2015). Além disso, estudos in vitro e in vivo tem demonstrado a eficécia
da B-lapachona como promotor da cicatrizagdo de feridas (KUNG et al., 2008; FU et al., 2011).

Fu et al. (2011) verificou a partir de ensaios in vitro e in vivo que a p-lapachona possui
a capacidade de acelerar a cicatrizacdo de queimaduras de segundo grau em ratos, aumentando
a secrecdo de fatores de crescimento por macréfagos. Kung e colaboradores (2008) realizaram
estudos in vivo e concluiram que a B-lapachona é um potencial agente na cicatrizacdo de feridas
por promover a proliferacdo e migracdo de células envolvidas no processo de cicatrizacao,
acelerando a reparacéo tecidual.

Entretanto, a B-lapachona é pouco soltvel em &gua (0,038 mg /ml) e fotoinstavel o que
torna problematico seu uso pela via tépica (CUNHA-FILHO; MARTINEZ-PACHECO;
LANDIN, 2013). Por estas razdes a encapsulacdo desta molécula em sistemas de liberacdo
controlada de farmacos é valida pois implica na localizacdo seletiva e eficaz do ingrediente

ativo além de restringir o seu acesso a areas ndo alvo e conferir protecdo a molécula.

2.3 LIPOSSOMAS

Um dos mais estudados sistemas em nanomedicina sdo os lipossomas. Descritos
primeiramente nos anos 60 por Bangham (1965) e entendido como um sistema de liberacéo
potencial de farmacos. No inicio dos anos 70, os lipossomas tornaram-se parte integrante da
pesquisa e das aplicacdes no campo da nanomedicina. Durante quase cinco décadas de
pesquisas ficaram evidenciados os potenciais beneficios médicos e cosméticos deste sistema.
Varias moléculas ativas promissoras que anteriormente eram consideradas inuteis devido a
problemas de estabilidade, solubilidade e toxicidade inespecifica, puderam ser entregues aos
locais de acgdo pretendidos com a ajuda dos lipossomas (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN,
2015).

A palavra “lipossoma” € derivada do grego cujo prefixo “lipo” refere-se a sua
constituicdo lipidica e “soma” remete a sua estrutura. Consiste em uma vesicula esférica com
uma membrana composta por uma bicamada de fosfolipidio e colesterol e uma cavidade aquosa
interna (KAUR; KAPILA; AGRAWAL, 2007; RAHIMPOUR; HAMISHEHKAR, 2012).
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Os lipossomas sdo compostos de fosfolipidos de ocorréncia natural e/ou sintéticos tais
como a fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina e fosfatidilglicerol.
Uma das caracteristicas mais importantes destes fosfolipidos € a temperatura de transicao de
fase (Tr). Os lipidos existem tanto num estado de fluido (T > Tr) como num estado de gel (T <
Te), dependendo temperatura em que se encontram. O estado fluido dos lipidios é mais
permeével & agua e pode ser explorado para encapsular farmacos durante a produgdo de
lipossomas. Porém, na temperatura corporal (aproximadamente 37 °C), por exemplo, 0 seu
estado fluido pode expulsar o farmaco aprisionado antes de atingir o local de acdo. Assim, a
escolha de fosfolipidos com estados de gel em condices fisioldgicas € muitas vezes desejavel
para estabilizar lipossomas (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015).

Para estabilizar a bicamada lipidica, o colesterol é geralmente adicionado as
formulac@es lipossomais. A adicdo de colesterol em diferentes concentracdes tem varios efeitos
sobre a capacidade dos lipossomas de aprisionar e entregar um farmaco. O colesterol aumenta
a rigidez das membranas no estado “cristal-liquido” e reduz a rigidez e os defeitos estruturais
das membranas no estado “gel” (FREZARD et al., 2005).

Os lipossomas podem ser classificados de varias maneiras dependendo do seu tamanho,

namero de bicamadas e sua composi¢do (Tabela 1).

Tabela — 1 Classificacdo dos lipossomas

Lamelaridade e tamanho Composicéo

Vesiculas unilamelares pequenas (SUV); 20-100 nm  Lipossomas convencionais

Vesiculas unilamelares grandes (LUV); > 100 nm Lipossomas de longa circulagéo

Vesiculas unilamelares gigantes (GUV); > 1000 nhm Lipossomas catidnicos

Vesiculas oligolamelares (OLV); 100-1000 nm Lipossomas estimulo-sensiveis (pH, temperatura)
Vesiculas multilamelares (MLV); > 500nm Imunolipossomas

Fonte: Adaptado (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015)

Essas diferentes caracteristicas sdo importantes para selecionar uma via de
administracdo adequada bem como para avaliar o destino farmacocinético apds sua
administracdo. A natureza anfifilica dos fosfolipidios resulta em conchas polares quando em
solugdes aquosas (Figura 4) devido ao efeito com 0 meio aquoso circundante. Dessa forma os

lipossomas sdo uma formacdo termodinamicamente favoravel reforgada por ligagdes de
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hidrogénio, forcas de van der Waals e outras interacdes eletrostaticas (PATTNI; CHUPIN;
TORCHILIN, 2015).

Figura 4 — Diferentes tipos de lipossomas baseados no tamanho e lamelaridade. Porgdo da bicamada lipidica com

uma multifuncional superficie para modificagdes.
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Fonte: Adaptado (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015)

A quantidade de bicamadas influencia diretamente na capacidade de aprisionamento das
moléculas ativas, na sua estabilidade fisica e nas condi¢cdes de armazenamento. Além disso a
composicdo lipidica, o tamanho, carga superficial dos lipossomas e a solubilidade do farmaco
afetam a estabilidade e os perfis farmacocinéticos desses sistemas (PLESSIS et al., 1996;
RAHIMPOUR; HAMISHEHKAR, 2012).

Em geral, os métodos de preparacdo dos lipossomas incluem a hidratacdo de um fino
filme lipidico, que pode ser efetuada com &gua ou solucdo tampé&o, sob agitagdo magnética
vigorosa. Este filme é formado através da dissolucéao dos lipidios em solvente organico, seguido
da evaporacao do solvente. A Gltima etapa consiste na sonicacdo ou extrusao para redugdo do
tamanho das vesiculas através de processos mecanicos, eletrostaticos ou quimicos (BATISTA;
CARVALHO; SANTOS-MAGALHAES, 2007).

Em consequéncia de suas propriedades bioldgicas os lipossomas possuem inimeras
aplicacdes clinicas. Eles possuem propriedades atraentes e o sucesso alcancado por muitas
formulacGes tém alimentado investigacdes sobre seu uso. Algumas de suas propriedades sdo a
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biocompatibilidade, a capacidade de veicular agentes farmacéuticos sollveis em &gua
(hidrofilicos) no seu compartimento aquoso interno ou farmacos insolliveis em &gua
(hidrofdbicos) na sua membrana, a protecdo dos farmacos incorporados aos lipossomas contra
o efeito inativador de condicdes externas e ndo causam reacdes secundarias indesejaveis,
proporcionam o direcionamneto de farmacos para células ou compartimentos celulares
individuais e algumas propriedades como o tamanho e a carga de superficie dos lipossomas
podem ser facilmente mudadas adicionando componentes a mistura lipidica antes da preparacéao
dos lipossomas e/ou variacdo dos metodos de preparacdo (TORCHILLIN, 2005).

Dessa forma os lipossomas podem ser administrados por varias rotas, tais como oral,
parenteral e através da pele, bem como podem ser utilizados para diversos fins médicos
(TORCHILLIN, 2005). Dentre elas pode-se destacar as mais recentes como 0S aerossois
lipossdmicos (NAHAR et al., 2016; RIVKIN et al., 2016), lipossomas para o sistema linfaticos
(WANG et al., 2014; RYAN et al., 2013), lipossomas na terapia combinada (ELDAR-BOOCK
etal., 2013; XU et al., 2015), vacinas (HANSON et al., 2015; ZHANG et al., 2014), lipossomas
para diagndstico por imagem (BEZIERE et al., 2015; PARK et al., 2014) e aplicacdes topicas
(DARAEE et al. 2014; ELNAGGAR et al., 2014). Esta tltima tem merecido destaque devido
ao aumento do interesse por esta via de administracdo e a busca por novas técnicas para o
melhoramento da absor¢do de farmacos através da pele (PIERRE; COSTA, 2011).

A utilizacdo de lipossomas na encapsulacdo de moléculas para aplicacdo tdpica tem sido
reportada desde a década de 80 (MEZEI; GULASEKHARAM, 1980). Thirumaleshwar et al.
(2012) verificaram que os lipossomas MLV’s sdo importantes para promover uma maior
deposicao de farmacos na pele. De modo semelhante, Ciobanu et al. (2014) verificou que a
utilizacdo de lipossomas MLV’s para o tratamento de cicatrizacdo de feridas esté relacionada
com um melhor perfil de liberacdo do farmaco promovido por estas vesiculas, devido a sua
estabilidade melhorada proporcionada pelas multiplas camadas, que possibilita uma liberacédo
controlada do farmaco.

Portanto quando administrados por via topica, as formulacdes contendo lipossomas
demonstraram um aumento significativo na atividade do farmaco em detrimento da formulagéo
ndo-lipossdmica e, além disso, 0 uso de lipossomas em géis ou cremes ajuda a fixar ingredientes
ativos nas camadas mais externas da pele como é desejado, por exemplo, para produtos
cosméticos (RAHIMPOUR; HAMISHEHKAR, 2012).
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2.3.1 Aplicacéo topica dos lipossomas

A pele, o maior 6rgdo do corpo, oferece uma superficie facilmente acessivel para
administracdo de medicamentos, tornando-se um local atraente tanto pela via topica quanto
sistémica de farmacos (ZHANG et al., 2016). Entretanto a pele € composta por uma barreira
principal que esté localizada em sua camada mais externa, o estrato corneo. O estrato corneo
oferece resisténcia a penetracdo de moléculas ativas e é o passo limitante da taxa de absor¢éo
percutanea. (SHARMA; SHARMA, 1997; BOAKYE; PATEL; SINGH, 2015).

Assim os lipossomas podem exercer diferentes funcbes apds aplicacdo tdpica. Uma das
principais funcbes é aumentar a deposicdo do farmaco nas camadas da pele onde objetivo €
reduzir a absorcdo sistémica e assim minimizar os efeitos colaterais. Em contrapartida os
lipossomas podem possuir a capacidade de administracdo transdérmica, através dos apéndices
da pele, isto é, aumentar a absorcao sistétmica (MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008).
As vantagens do uso topico dos lipossomas sdo (KAUR; KAPILA; AGRAWAL, 2007):

e Possuem estrutura semelhantes as membranas bioldgicas;

e Podem carrear substancias soliveis em agua e/ou lipofilicas;

e Sdo biodegradaveis e ndo toxicos;

e Possuem ac¢do hidratante e restauradora dos lipidios constitutivos da pele;

e Podem atuar como depdsitos de farmacos na pele e nos apéndices da pele,

aumentando o indice terapéutico do farmaco no local alvo.

Uma das principais indicagdes dos lipossomas como carreadores de farmacos sdo 0s
efeitos de oclusdo da pele provocados pelo depoésito do filme de fosfolipidio na superficie da
pele levando a uma maior hidratacdo da mesma. Os lipossomas fornecem matéria-prima valiosa
para a regeneracdo da pele por reabastecimento das moléculas lipidicas. Os lipidios do estrato
cérneo quando estdo bem hidratados, mesmo na auséncia de ingredientes ativos é, muitas vezes,
suficiente para melhorar a elasticidade da pele e a funcdo barreira (RAHIMPOUR,;
HAMISHEHKAR, 2012). Maghraby, Barry e Williams (2008), também observaram em seus
estudos com estradiol carreado em lipossomas que a avaliacdo da permeacdo cutanea em
condig@es oclusivas promovem uma maior hidratacdo e consequentemente um aumento do
tamanho das células. Assim, esses fatores diminuiram o fluxo transepidermal de estradiol
aumentando sua deposic¢ao nas camadas mais superficiais da pele.

Fresta e Puglisi (1996) demonstraram a potencialidade de se obter maiores reservatorios

de farmaco no estrato cdorneo, na epiderme e na derme com lipossomas de composigéo similar
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ao estrato corneo do que os lipossomas a base de outros fosfolipidios, e ainda mais do que
formas de dosagem topicas convencionais. De maneira semelhante Betz et al. (2005) fez um
estudo comparativo entre formulagdes de lipossomas preparadas com fosfolipidos de diferentes
origens (ovo e soja). Foi constatado que as formulacdes de lipossomas preparadas a partir de
fosfolipidios de ovo apresentaram efeitos de hidratagdo significativamente mais elevados na
pele humana em comparagcdo com formulacdes de lipossomas preparadas a partir de
fosfolipidios de soja.

Em relacdo a deposicao de farmacos nos diversos estratos da pele Gillet et al. (2011a)
observou que os lipossomas cl&ssicos ndo permanecem intactos quando penetram nas camadas
mais profundas da pele. Em seu estudo foi concluido que a betametasona (farmaco
antiinflamatério utilizado como modelo) € primeiramente liberada das vesiculas e logo ap6s as
moléculas do farmaco livre difundem-se através do estrato corneo e sdo particionadas nos
estratos da pele. Em estudo recente, Boakye, Patel e Singh (2015) observaram que lipossomas
classicos ndo penetram profundamente a pele, mas permanecem confinado em suas camadas
mais superiores.

Estas investigacdes acerca da deposi¢do de farmacos nas diferentes camadas da pele séo
importantes, por exemplo, quando se trata da administracdo tdpica dos lipossomas para
tratamento de feridas. Quando ha injdria ao tecido da pele o reparo ocorre em uma sequéncia
de eventos que envolvem que envolve a inflamacéo, proliferacdo e migracéo de diferentes tipos
de células. A medida que estes eventos ocorrem ha a producdo de uma matriz extracelular
amorfa denominada matriz provisoria. Esta matriz contribui para a formacdo de tecido de
granulacdo, sendo um suporte para a migracao e ativacdo de fibroblastos (JUDITH et al., 2010).

Com isso o efeito dos lipossomas neste processo de cicatrizagcdo pode ser visualizado
nos estudos de Beukelman et al. (2008) onde um hidrogel lipossémico com polvidona-iodo a
3% demonstrou efeito clinico benéfico em situacGes em que a inflamacao e /ou espécies reativas
de oxigénio impedem a cicatrizacdo de feridas (por exemplo, queimaduras, feridas crénicas e
fumantes). Em estudo recente Li et al. (2016) utilizou lipossomas contendo madecassoside
(MA) para cicatrizagdo no leito da ferida. Foi observado que a formulagdo de lipossomal foi
aplicavel e promissora por aumentar a liberacdo de MA no leito da ferida e melhorar o progresso
da cicatrizacdo. Além disso Ferreira et al. (2015) observou um aumento na quantidade de
diclofenaco liberado a partir de lipossomas multilamelares para tratamento de lesdes cronicas
verificando a importancia das caracteristicas dos lipossomas para aplicacao topica. Em estudos

semelhantes Shailesh e Kulkarni (2014) observaram que hidrogéis lipossomicos carregados
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com mupirocina para feridas diabéticas possui propriedades benéficas em relacéo a liberagéo
prolongada de farmacos.

Portanto observa-se que, para que a aplicacéo topica de lipossomas seja eficaz, além das
caracteristicas intrinsecas dos lipossomas € essencial que as propriedades reoldgicas e/ou
mucoadesivas da dispersédo lipossomal sejam consideradas e ajustadas adequadamente, pois 0
comportamento reoldgico e a bioadesdo das formulag¢6es auxiliam a prolongar a liberagéo do
farmaco no local de aplicacdo, apresentando vantagens em termos de facilidade de aplicagédo
(MOURTAS et al., 2008). Este ajuste pode ser realizado incorporando-se agentes gelificantes
nas dispersdes lipossomais, formando um complexo farmaco- lipossoma- gel (PAVELIC;
SKALKO-BASNET; JALSENJAK, 2005).

2.4 HIDROGEIS

A Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), define preparacfes topicas semissolidas
como especificas para aplicacdo na pele ou em certas mucosas para acao local ou penetracdo
percutanea de farmacos, ou ainda por sua acdo emoliente ou protetora. Assim, as formas
farmacéuticas semissolidas sdo os principais veiculos de escolha para administracdo topica de
farmacos. Quando em contato com a pele deva apresentar boa espalhabilidade, permanecendo
aderidos a pele até serem removidos por transpiracdo ou agentes externos. Com o0 avango no
entendimento das propriedades da pele, dos fatores que controlam a permeacdo de farmacos,
das propriedades fisico-quimicas dos excipientes em uma formulacdo, exige-se produtos
dermatoldgicos fisicos, quimicos e biologicamente mais estaveis e com eficacia melhorada
(MIERS, 2015).

Dentre as diversas apresentacfes semissolidas podem-se destacar os géis, que sdo
preparacdes normalmente formadas por agua, alcool ou mistura hidro alcoolica e um agente
gelificante a base de derivados de celulose, polimeros polissacarideos ou polimeros acrilicos
(BRASIL, 2010).

Os hidrogéis sao redes de polimeros tridimensionais com amplo uso tépico devido a sua
biocompatibilidade e semelhanga com os tecidos biologicos. Sistemas baseados em hidrogéis
possuem a caracteristica de intumescer as redes poliméricas quando em contato com solucées
aquosas. A medida que a 4gua penetra no interior da rede polimérica, a temperatura de transicdo
vitrea do polimero diminui e o hidrogel torna-se elastico (SERRA; DOMENECH; PEPPAS,
2006).
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Muitos microrganismos tém a habilidade de sintetizar polissacarideos extracelulares ou
excretados como polimeros sollveis ou insolUveis. A Zoogloea sp., € uma bactéria gram-
negativa capaz de produzir um polissacarideo extracelular de elevado peso molecular que
responsavel por formar solucBes viscosas e géis em meio aquoso mesmo em baixas
concentragfes. As membranas poliméricas produzidas por este microrganismo possuem
caracteristicas de hidrogéis. Este hidrogel pode ser obtido a partir do melaco, um subproduto
da producdo de acucar, e sua estrutura quimica consiste na polimerizacdo estavel de agucares
(COELHO JUNIOR et al., 2015).

Esse biopolimero pode ser aplicado para o desenvolvimento de formas farmacéuticas
com a incorporacdo de farmacos, entre outras aplicacfes na area médica, devido a sua
biocompatibilidade (NERIS, 2007; COELHO et al., 2002). Pita et al. (2015) avaliaram a
biocompatibilidade e a reacdo de sensibilidade local ao hidrogel de celulose bacteriana
implantado no tecido subcutadneo de coelhos. Os resultados obtidos demonstraram que o
hidrogel bacteriano de celulose € biocompativel, integrando o tecido subcutaneo de coelhos e
induzindo a remodelacéo tecidual.

Dentre as aplicacdes terapéuticas topicas deste biopolimero destacam-se sua acdo na
cicatrizacdo de feridas. Estudos demonstram que ele pode reduzir o tempo de cicatrizacéo e
controlar a infeccdo local, sendo uma terapia coadjuvante eficaz para o tratamento de feridas
(COELHO et al., 2002). Da mesma forma, De Lucena et al. (2015) demonstraram que a pelicula
do biopolimero celul6sico de ZBP tem a capacidade de integracdo e estimulacdo de tecidos
enddgenos responsaveis pelo reparo tecidual, bem como a producéo de fibras de colageno. Essa

remodelacdo do tecido induzida acelerou o processo de cicatrizagdo em modelos animais.

2.5 MODELOS DE PERMEACAO CUTANEA EX VIVO

Os estudos de permeacédo cutanea podem ser realizados em modelos experimentais in
vivo e in vitro. Os métodos in vivo fornecem informac6es farmacocinéticas, enquanto que 0s
métodos in vitro tém sido utilizados para avaliar a permeacdo de farmacos na pele (OECD,
2004).

As anélises ex vivo de permeagdo cutdnea mais comuns envolvem o uso de células de
difusdo verticais de Franz (Figura 5). Uma quantidade conhecida de farmaco é colocada em
uma formulagéo adequada e aplicada sobre a pele colocada no compartimento doador. Em

intervalos regulares, volumes conhecidos de fluido receptor (do compartimento receptor), sao
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coletados e analisados para quantificacdo do farmaco, por métodos analiticos tais como CLAE,
no teste de permeacdo cutanea (Figura 6). A etapa posterior é a separacdo das camadas da pele

para saber, atraves de métodos de quantificacdo, qual a concentracdo do farmaco retido nelas
(RAI et al., 2010).

Figura 5 — Células de difusdo vertical do tipo Franz automatizadas.

Fonte: https://hansonresearch.com/diffusion-testing/vision-microette
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Figura 6 — Desenho esquematico de uma célula de difusédo vertical do tipo Franz.
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Fonte: Adaptado (NG et al., 2010)

A técnica utilizada para quantificagdo do farmaco presente no estrato corneo € conhecida
como tape stripping, que consiste na remogao progressiva do estrato corneo com o uso de fitas
adesivas. A quantificagdo do farmaco a cada remogao pode determinar a difusdo do mesmo
através das camadas do estrato corneo (BRONAUGH; HOWARD; MAIBACH, 1999).

Neste contexto, a utilizagdo de células de difusdo de Franz evoluiu para uma
metodologia de pesquisa, fornecendo insights importantes sobre as relagdes entre pele, farmaco
e formulacdo. Além disso estes testes sdo extremamente (teis para a concepcdo e

desenvolvimento de novas formulacdes, (NG et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 0BJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o perfil cinético de liberacao in vitro e
permeacéo cutanea ex vivo da B-lapachona (B-lap) encapsulada em lipossomas multilamelares
(MLV’s) incorporados em blenda polimérica (ZBP-HEC) formada por um hidrogel de
biopolimero produzido pela Zoogloea sp. (ZBP) e um polimero sintético, a hidroxietilcelulose
(HEC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter lipossomas MLV’s contendo B-lap (B-lap-lipo) e caracterizé-los de acordo com
tamanho e distribuicdo das vesiculas além da carga de superficie das vesiculas;

e Incorporar os lipossomas obtidos em hidrogel formado por blenda polimérica (ZBP-
HEC);

e Validar metodologia analitica por CLAE para quantificagdo da p-lap em lipossomas e
em matriz bioldgica (pele de orelha de porco).

e Auvaliar a cinetica de liberagdo in vitro da B-lap em membrana de acetato de celulose
utilizando célula de difuséo de Franz;

e Auvaliar a permeacdo cutdnea ex vivo da B-lap em pele de orelha de porco a partir de
formulacdes com diferentes concentracdes de B-lap utilizando célula de difuséo de

Franz;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

A B-lapachona, obtida através da semi-sintese do lapachol, foi fornecida pelo Prof° Dr.
Alexandre Goes do Departamento de Antibidticos da UFPE (Recife, Brasil);

As membranas de celulose, produzidas pela Zoogloea sp. (97,7%), fornecidas pela
POLISA-Biopolimeros para a saide LTDA (Carpina, Brazil);

A hidroxietilcelulose (HEC), os conservantes metilparabeno e propilparabeno, e o
propilenoglicol foram adquiridos de (Henrifarma®, Séo Paulo, Brasil).

A fosfatidilcolina de soja (PC) foi obtida da Lipoid (Ludwigshafen, Germany);

O colesterol (CH) foi obtido da Sigma Chemical Co. Ltd. (St. Louis, MO, USA).
Metanol e acetonitrila grau HPLC obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e

Fita adesiva 3M® (Sumaré, Brasil), modelo Durex® Transparente.

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Cromatdgrafo liquido Waters ® (Miliford, EUA) modelo Alliance e 2625 acoplado a
um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) Waters® modelo 2998 (Miliford, EUA);
Agitador mecanico de pas;

Manta aquecedora para béquer de 250 mL Arsec Equipamentos para Laboratorio
(Vargem Grande Paulista, Brasil);

Placa agitadora magnética;

Medidor de pH Hanna® modelo HI 2210 (Tamboré, Brasil);

Centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japdo);

Sonda de ultrassom Vibra Cell (Branson, USA);

Banho de ultrassom Unique® (Indaiatuba, Brasil);

Ultraturrax IKA® modelo T25 (Campinas, Brasil);

Banho-maria ultratermostatizado Adamo modelo LM-80 (Sé&o Paulo, Brasil);

Coluna C-18, de fase reversa, Waters® (Miliford, EUA) modelo XBridge™ com
dimens@es de 250mm de comprimento por 4,6mm de didametro interno, tamanho de poro

de 130A, tamanho de particula de 3,5um e area de superficie de 185 m?/g;
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e Pré-coluna Waters® (Miliford, EUA), de 20 mm de comprimento por 4,6 mm de
diametro interno, tamanho de poro de 130 A, tamanho de particula de 3,5 um e area de
superficie de 185 m?/g;

e Sistema de purificagdo de agua Merck-Millipore® modelo Milli-Q® (Darmstadt,
Alemanha);

e Balanca analitica Shimadzu® modelo AY 220 (Kyoto, Japéo);

e Filtros Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV, constituidos de
membrana composta por fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro de 0,22 pm;

e Analisador de tamanho e potencial zeta Malvern® modelo Zeta Sizer Nano ZS
(Malvern, Inglaterra);

e Células de difusdo vertical do tipo Franz acopladas ao sistema automatizado Hanson
Vision® MICROETTE™ Plus (Chatsworth, EUA) ¢

e Membranas de acetato de celulose com molecular weight cut-off (MWCO) entre 12000
e 14000 Fisher Scientific® (Pittsburgh, EUA).

4.3 METODOS

4.3.1 Obtencio de lipossomas MLV’s contendo B-lap (B-lap-lipo)

Os lipossomas neutros multilamelares (234 mM) contendo p-lap na concentracdo de
1mg/mL foram obtidos pelo método de hidratacdo do filme lipidico descrito por Lira et al.
(2009), Cavalcanti et al. (2015). Os lipidios fosfatidilcolina de soja e colesterol na proporcéo
8:2 e o farmaco B-lap (0,005g) foram solubilizados em cloroférmio:metanol (3:1, v/v) sob
agitacdo magnética. Em seguida, os solventes empregados foram removidos por secagem a
pressao reduzida por 30min (37 £ 1 °C e 80 rpm), com o auxilio de um rotaevaporador.

O filme lipidico foi hidratado com 5mLde tampdo fosfato pH 7,4. A
dispersao lipossomal obtida foi sonicada em sonda de ultrassom Vibra Cell (Branson, USA)
em banho de gelo, por 10 segundos, a 200 W e 40 Hz para homogeneizag¢do do seu tamanho.
Por fim, a dispersédo foi armazenada, sob refrigeracéo, em frascos de vidro &mbar devidamente

identificados para posterior caracterizagao.
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4.3.2 Caracterizacdo dos lipossomas

A disperséo lipossomal obtida (B-lap-lipo) foi caracterizada quanto ao seu tamanho de

particula, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta, teor e eficiéncia de encapsulacdo (EE).

4.3.2.1 Determinacéo do tamanho de particula e PDI

O tamanho médio do B-lap-lipo foi determinado utilizando-se a técnica de deteccdo da
intensidade de espalhamento de luz em angulo de 90° em um equipamento Malvern® modelo
Zeta Sizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra). Uma aliquota de 300 pL da disperséo lipossomal foi
diluida utilizando 700 pL de &gua ultrapura Millipore® Mili-Q (Darmstadt, Alemanha). A
anélise do tamanho de particula foi realizada a temperatura de 25 °C. Em cada leitura obteve-
se 0 didmetro médio e o indice de polidispersdo (PDI). Os resultados obtidos correspondem a
analise em triplicata de diferentes amostras.

4.3.2.2 Determinacdo do potencial Zeta

A determinacdo da carga de superficie (potencial zeta) dos B-lap-lipo foi realizada
usando equipamento Malvern® modelo Zeta Sizer Nano S (Malvern, Inglaterra) a 25 °C. As
amostras foram diluidas na razéo de 1:10 para volume final de 1 mL de NaCl 10 mM. As leituras

foram realizadas em triplicata.

4.3.2.3 Determinacao do teor

Para determinacéo do teor de B-lap na disperséo lipossomal (farmaco total) uma aliquota
de 50 pL de B-lap-lipo foi transferida para baldo um volumétrico cujo volume foi completado
com 50 mL de metanol. Obteve-se uma concentracdo teorica de B-lap de 1 pg/mL. A solucéo
foi submetida a banho de ultrassom Unique® (Indaiatuba, Brasil) por 15 minutos para romper
a estrutura lamelar dos lipossomas e liberar a B-lap encapsulada. Em seguida, centrifugou-se a
4000 rpm por 10 minutos em centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japdo). O
sobrenadante foi retirado e filtrado em unidades filtrantes com poro de 0,22 pm Merck-
Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV e analisado por metodologia CLAE
descrita subsecdo 4.3.5. A concentracdo de B-lap na amostra foi determinada pela curva

analitica descrita subsecédo 4.3.5. Os ensaios de doseamento foram realizados em triplicata.
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4.3.2.4 Determinacao da eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo da B-lap em lipossomas foi determinada pelo método
indireto de ultrafiltracdo/centrifugacdo (CAVALCANTI et al., 2011). Assim, uma aliquota de
400 pL de B-lap-lipo foi transferida para unidades filtrantes Ultrafree® (Millipore, EUA,; cut-
off = 10.000 Da) e submetido a centrifugacdo a 14.000rpm por uma hora. Uma aliquota de 20
uL do filtrado foi diluida 50 vezes com metanol. A B-lap foi quantificada por metodologia
CLAE descrita na subsecdo 4.3.5. Os dados da eficiéncia de encapsulacéo foram calculados por
meio da razdo entre a quantidade de B-lap ndo incorporada no lipossoma (B-lapiivre) € a

quantidade de B-lap presente no lipossoma (B-lapotal) conforme Equacéo 2:

EE (%) = £ "la”t[‘l’;all]a; L _ll]ap“"’”] x 100 (Equagdo 2)
- tota

4.3.3 Obtencao da blenda polimérica

4.3.3.1 Obtencdo do hidrogel (ZBP)

O hidrogel foi obtido como descrito por Palécio (2013). As membranas do biopolimero
produzido pela Zoogloea sp. (Figura 7a) foram submetidas a agitacdo mecéanica em Ultraturrax
IKA® modelo T25 (Campinas, Brasil) a 5000 rpm por 10 minutos até a obtencdo de um gel
macroscopicamente  homogéneo, com concentracdo final de polissacarideo de

aproximadamente 0,8% (m/v) de celulose (Figura 7b).

Figura 7: (a) Membranas de biopolimero e (b) hidrogel apos trituragdo

Fonte: Acervo pessoal.
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4.3.3.2 Obtencdo da blenda polimérica (ZBP-HEC)

A blenda polimérica foi preparada primeiramente solubilizando os conservantes,
metilparabeno e propilparabeno (0,2 % e 0,02 %, m/m, respectivamente) em propilenoglicol
(10 %, m/v) sob agitagdo magnética. Posteriormente, adicionou-se a esta mistura o hidrogel
(0,8 %, m/v) e a hidroxietilcelulose (1 %, m/m). A mistura permaneceu overnight a temperatura
ambiente (25 °C) para a completa hidratacdo dos polimeros. Posteriormente, a blenda foi
homogeneizada com auxilio de agitador mecanico de pas a 400 rpm por 15 minutos a 60 °C. A
blenda polimérica formada foi armazenada em frascos de vidro previamente esterilizados e
mantidos a temperatura ambiente até o uso. A blenda polimérica utilizada foi proposta por
Palacio (2013). As caracteristicas estruturais e morfologicas bem como a reologia dos hidrogeéis

utilizados permitiram a realizacdo deste trabalho.
4.3.4 Incorporacdo do g-lap-lipo na blenda polimérica

Para obtencdo dos lipossomas incorporados na blenda polimérica (B-lap-lipo/ZBP-
HEC), a dispersédo lipossomal foi misturada a blenda atraves da técnica de espatulacdo até

obtengdo de um gel uniforme. Ao final obtiveram-se diferentes formulagcdes com diferentes
concentracdes de B-lap e razdo lipidio/polimero (Tabela 2).

Tabela 2 - Obtencéo das formulagGes para os ensaios in vitro.

Formulagéo p-lap- ZBP-HEC Lipossoma ZBP-HEC Razéo
(ng /9) (nL) (9) (lipidios/polimero)*
(mg/g)
B-lap-lipo/ZBP-HEC15 15 150 10 2,51
B-lap-lipo/ZBP-HEC30 30 300 10 51:1
B-lap-lipo/ZzBP-HEC60 60 600 10 10,2:1
B-lap-lipo/ZBP-HEC 100 1000 10 17:1

*Lipidios = PC+Chol; Polimeros = ZBP+HEC
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4.3.4.1 Determinacdo do pH das formulagdes

O pH das formulacgbes foi avaliado em potenciémetro digital com eletrodo de vidro pH
Hanna® modelo HI 2210 (Tamboré, Brasil) a 25 °C.

4.3.4.2 Microscopia 6ptica da blenda polimérica ZBP-HEC e do B-lap-lipo/ZBP-HEC30

As fotomicrografias da formulacdo B-lap-lipo/ZBP-HEC30 foram obtidas através de
microscopio optico (ZEISS IMAGER.M2M), com camera acoplada (Axio CAM HRL),
utilizando software (ZEN 2 PRO) na aquisi¢do das imagens, sob um aumento de 400x, a fim
de analisar a distribuicdo dos lipossomas na blenda polimérica (ZBP-HEC). Também foram

obtidas microfotografias da blenda ZBP-HEC sem a incorporac¢éo dos lipossomas.

4.3.4.3 Doseamento de B-lap nas formulagdes

O doseamento das formulagdes foi realizado por metodologia CLAE. As amostras
foram preparadas de acordo com a Tabela 3. As dispersdes foram solubilizadas com metanol
obtendo-se volume final de 50 mL. Estas foram levadas a banho de ultrassom Unique®
(Indaiatuba, Brasil) por 15 minutos para quebra das vesiculas e extravasamento da p-lap. Em
seguida, foram centrifugadas em centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japao) a
14.000 rpm por 10 minutos. Por fim, aliquotas do sobrenadante foram filtradas utilizando-se
filtros de PVDF Merck-Millipore® modelo Milex-GV (Darmstadt, Alemanha) com poro de
0,22 um e a quantificacdo da B-lap foi realizada por meio de metodologia CLAE. As condicdes

cromatograficas estdo descritas na subsecdo 4.3.5.

Tabela 3 - Doseamento da B-lap nas formulacGes utilizadas nos ensaios in vitro.

Formulagéo Aliquota Dilui¢do (mL) Concentracao final
tedrica
(ng/mL)
B-lap-lipo 50 uL 50 1
B-lap/ZBP-HEC 059 50 1
B-lap-lipo/ZzBP-HEC 054 50 1
B-lap-lipo/ZBP-HEC15 259 50 0,75
B-lap-lipo/ZBP-HEC30 1,25¢g 50 0,75

B-lap-lipo/ZBP-HEC60 0,625g 50 0,75
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4.3.5 Metodologia analitica para quantificacdo da p-lap

A metodologia analitica para quantificacdo da B-lap incorporadas nas formulacGes e
também presente em pele (epiderme e derme) de orelha de porco foi desenvolvida por meio de
metodologia CLAE. Utilizou-se um sistema cromatografico composto por um moédulo
separador Waters® (Miliford, EUA) modelo Alliance e2625 acoplado a um detector de arranjo
de fotodiodos (PDA) Waters® modelo 2998 (Miliford, EUA). O tratamento dos dados obtidos
foi realizado no software Waters® Empower™ versdo 2.0 (Milford, EUA). A coluna
cromatografica utilizada foi uma C-18, de fase reversa, Waters® (Miliford, EUA) modelo
XBridge™ com dimensdes de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didmetro interno,
tamanho de poro de 130 A, tamanho de particula de 3,5um e area de superficie de 185 m?/g.
Utilizou-se também uma pré-coluna Waters® (Miliford, EUA), de 20mm de comprimento por
4,6mm de didmetro interno, com as mesmas especificacdes da coluna.

As condigdes cromatograficas utilizadas para a obtencdo da curva analitica,
compreendida no intervalo de concentracdo de 0,2 a 2 pg/mL, foram: fase movel composta por
metanol e solucdo aquosa de TFA a 0,05 % (70:30, v/v) eluida em modo isocratico com fluxo
de 0,9 mL/min e sob temperatura de 37 °C, volume de injecdo de amostra de 50 UL e o
comprimento de onda em 256 nm. Os pontos da curva analitica foram preparados a partir de
uma solucéo de trabalho, com B-lap na concentracdo de 10 pug/mL, obtida por meio da diluicdo
de 250 pL de uma solugéo estoque de B-lap a 400 pg/mL com metanol em baldo volumétrico
de 25 mL. A solucéo estoque foi preparada a partir da dissolucdo de 10 mg de B-lap, pesada em
balanca analitica Shimadzu® modelo AY 220 (Kyoto, Japdo), com metanol em baldo
volumétrico de 25 mL. As aliquotas da solucdo de trabalho foram retiradas e diluidas em
quantidade suficiente de fase movel para se obter as concentragdes de 0,2 pg/mL, 0,4 pg/mL,
0,6 pg/mL, 1,0 ug/mL, 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL, totalizando 6 pontos.

As aliquotas de solucdo de trabalho e os volumes correspondentes de fase movel
utilizados para se obter as diluicbes referentes a cada ponto da curva analitica estdo
representados na Tabela 4. O desempenho do sistema cromatografico foi avaliado através da
andlise dos cromatogramas obtidos de acordo com os seguintes parametros: fator de retencéo,

numero de pratos teoricos e fator de cauda.
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Tabela 4 - Pontos da curva analitica de B-lap e respectivas aliquotas de solucdo de trabalho e fase mével.

. ~ Volume de
Ponto da curva Concentracéo Aliquota d?lsoolu;;;cl)jle trabalho diluicdo da fase
analitica (ug/mL) K?L) movel
(uL)
P1 0,2 20 980
P, 0,4 40 960
Ps3 0,6 60 940
P4 1,0 100 900
Ps 15 150 850
Ps 2,0 200 800

4.3.6 Validacédo do método analitico para extracdo e quantificacdo da p-lap nos lipossomas

e em matriz bioldgica

A validacdo do método analitico foi realizada por meio dos seguintes parametros:
seletividade, linearidade, limite de detec¢do e quantificagdo, precisdo, exatiddo e robustez
(RIBEIRO et al., 2008; RIBANI et al., 2004). Os parametros analiticos destas etapas da
validacao foram realizados de acordo com o guia Validation of analytical procedures: text and
methodology Q2(R1), publicado pela International Conference on Harmonization (ICH) e a
Resolugéo de Diretoria Colegiada - RDC n° 166 de 24 DE julho de 2017 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que abordam a validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos (BASHAW et al., 2014; BRASIL, 2017). Todas as etapas foram realizadas no

minimo em triplicata.

4.3.6.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada individualmente para interferentes oriundos de componentes
da disperséo lipossomal, da blenda polimeérica (ZBP-HEC) e da matriz bioldgica (pele de orelha
de porco). Para este teste utilizou-se uma solugéo padréo de 1 ng/mL de B-lap. A seletividade
foi avaliada por meio da comparagéo de cromatogramas de uma amostra (BRANCO) isenta de
B-lap e das amostras adicionadas desta substancia. Foi verificado a ocorréncia de interferentes
presentes nas amostras que possam ter eluido no mesmo tempo de retencdo da p-lap. Os

resultados foram avaliados considerando tempo de retencao (TR) e area do pico.
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4.3.6.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade, trés curvas de calibracdo diferentes foram preparadas. Cada
curva de calibragédo foi obtida em seis niveis de concentracfes de solucbes de B-lap (0,2 a 2
pug/ml). As curvas de calibragdo foram ajustadas utilizando regressdo linear dos minimos
quadrados. O método dos minimos quadrados e a equacdo obtida da regressdo linear
correspondente a curva analitica forneceu os coeficientes de regressdo a (linear - intercepto no

eixo y) e b (angular).
4.3.6.3 Limite de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados através da Equacao

3 e Equacdo 4, respectivamente. Onde: DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo do Y

médio das trés curvas e IC é a inclinacdo da curva de calibracéo.

DPa x 3
IC

LD =

(Equacéo 3)

LQ = DP‘tCX 10 (Equacio 4)

4.3.6.4 Exatidao

A exatid&o foi avaliada pelo percentual de recuperagédo de quantidades conhecidas de f3-
lapachona adicionadas nas camadas da pele. Para avaliar a recuperagdo da B-lapachona nas
amostras da pele foram colocados em uma superficie lisa fragmentos de pele de orelha de porco
(n = 3) com o EC voltado para cima. O EC foi retirado de uma area delimitada da pele com o
uso de 15 fitas adesivas (3M®) usando a técnica tape stripping (SHAH, 1998). As fitas contendo
EC foram colocadas em tubos de extragdo e em seguida foram adicionados volumes conhecidos
de solu¢do de B-lapachona (Tabela 5) em metanol em trés concentracdes diferentes (0,2, 0,6 e
2 ug/mL).
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Tabela 5 - Volumes e concentracGes B-lapachona contidos nas solugdes metandlicas adicionadas as fitas adesivas
contendo EC.

Concentracio tedrica de B-lap (ng/mL) Aliguota
(uL)
0,2 50
0,6 150
2,0 500

Em seguida, evaporou-se o metanol e adicionaram-se 2,5 mL de fase movel para
extragdo da B-lap das fitas contendo EC. Logo apds, agitaram-se 0s tubos em vdrtex por cerca
de 2 minutos e em seguida foram colocados em banho de ultrassom por 30 minutos. Os tubos
foram centrifugados durante 15 minutos a 10000 rpm e 4°C. Por fim, filtrou-se o sobrenadante
e analisou-se por metodologia descrita na subsecao 4.3.5.

Em seguida picotou-se a pele sem EC e transferiu-as para tubos de extracdo. A estes
tubos adicionaram-se volumes conhecidos de solugdo de B-lap em metanol semelhante as
utilizadas anteriormente. Evaporou-se o metanol, adicionaram-se 2,5 mL de fase mdvel para
extra¢do da B- lapachona da pele, agitaram-se os tubos em vortex por cerca de 2 minutos, em
seguida foram submetidos a banho de ultrassom por 30 minutos. Centrifugaram-se 0s tubos
durante 15 minutos a 10000 rpm e 4°C. Por fim, filtrou-se o sobrenadante e submeteu-o a

quantificacdo. Os valores de recuperacao (%) foram determinados pela Equacéo 6:

concentracido média experimental

Exatidao = x 100 (Equacéo 6)

concentragio teérica

4.3.6.5 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi verificada em termos de trés concentracdes de B-lapachona (0,2, 0,6 e 2
pug/mL) usando trés replicatas de cada. A precisdo intermediaria foi avaliada em dois dias
diferentes, usando amostras preparadas por diferentes analistas. A precisdo do método analitico
foi expressa como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV%), segundo a
Equacdo 5 onde DP ¢ o desvio padrdo e CMD a concentragdo meédia determinada.

DP ~
DPR = o~ 100 (Equacdo 5)
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4.3.6.6 Robustez

A robustez foi realizada por meio de alteragdes deliberadas nos parametros
cromatograficos. VariacGes de = 5% em trés parametros analiticos (temperatura, fluxo da fase
movel e proporcéo da fase movel) foram implementados (Tabela 6). A avaliacdo da robustez
foi realizada por meio da injecé&o de amostras de B- lap na concentragédo de 0,6 pug/mL e posterior
determinacdo da concentracdo de B- lap por meio da area do sinal analitico obtido utilizando a
equacao da curva analitica. O desvio padrao e desvio padrao relativo também foram calculados.

O experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 6- Variacdes de = 5% em trés parametros analiticos (temperatura, fluxo da fase mével e proporcéo da

fase movel).
Parametro analitico Variaveis Independentes
Temperatura (°C) 35,15 37 38,85
Fluxo da FM (mL/min) 0,855 0,9 0,945
Proporcéo da FM (v/v) (66,5:33,5) (70:30) (73,5:26,5)

4.3.7 Liberacéo in vitro da p-lap

As formulagdes avaliadas nos ensaios de liberacdo in vitro da p-lap foram a disperséo
lipossomal contendo B-lap (B-lap-lipo) e dispersdo lipossomal incorporada em blenda
polimérica (ZBP-HEC) na concentracdo de 100 ug/g (B-lap-lipo/ZBP-HEC). Além disso
utilizou-se a B-lap livre incorporada na blenda polimérica (B-lap/ZBP-HEC) na concentracéo
de 100 pg/g.

4.3.7.1 Montagem das células de Franz

A cinética de liberacdo in vitro da p-lap foi realizada em células de difusdo vertical do
tipo Franz acopladas a um sistema automatizado Hanson Vision® MICROETTE™ Plus
(Chatsworth, EUA). Foram utilizadas membranas de acetato de celulose com molecular weight
cut-of (MWCO) de 10000Da FisherScientific® (Pittsburgh, EUA). As membranas foram

hidratadas e recortadas (aproximadamente 3 cm?) suficientemente para recobrir o
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compartimento doador da célula de difusdo. Glicerol, uma impureza comumente encontrada
nas membranas (NG et al. 2010) foi removida através de lavagens sucessivas com &agua
ultrapura fervente. Em seguida, as membranas foram mantidas submersas em agua ultrapura e
armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) até o momento do uso. O meio receptor utilizado foi
preparado a partir da dissolucdo de 0,5 % (m/v) de Tween® 80 em tampdo fosfato 0,1 M pH
7,4. As células de difusdo foram preenchidas com meio receptor (aproximadamente 7mL) e as
membranas de acetato de celulose foram dispostas no compartimento doador com area
difusional de 1,86 cm?. O sistema foi mantido sob agitacio a 350 rpm e temperatura de 37 +
0,5 °C. O ensaio foi realizado em quintuplicata. As formulages contendo B-lap foram
adicionadas nas quantidades pré-estabelecidas (Tabela 7) no compartimento doador das células
de difusdo e espalhadas uniformemente sobre as membranas de acetato de celulose. Aliquotas
de 1mL do compartimento receptor foram coletadas em intervalos de tempo pré-determinados:
0,5, 1, 2, 4,8, 12 e 24 horas. O volume retirado para a coleta foi reposto imediatamente para a
manutencdo do volume constante nas células de difusdo. As condicfes sink foram mantidas

durante todo o experimento.

Tabela 7 — Quantidades (pg) de B-lap inseridas no compartimento doador da célula de Franz.

Formulacéo Quantidade de formulagéo Quantidade (ng) de p-lap
adicionada
B-lap-lipo 50 pL 50
B-lap/ZBP-HEC 500 mg 50
B-lap-lipo/ZBP-HEC 500 mg 50
B-lap-lipo/ZBP-HEC15 500 mg 7,5
B-lap-lipo/ZBP-HEC30 500 mg 15
B-lap-lipo/ZBP-HEC60 500 mg 30

4.3.7.2 Quantificacdo das amostras

Para quantificar as concentragcdes de B-lap presentes no meio receptor, as aliquotas
coletadas foram filtradas utilizando-se filtros de PVDF Merck-Millipore® (Darmstadt,
Alemanha) modelo Milex-GV com poro de 0,22 um e quantificadas por metodologia CLAE ja
descrita. Como um volume de 1 mL foi desprezado antes do inicio de cada coleta (rinse) e as
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aliquotas da coleta e rinse foram repostas automaticamente, estes valores foram utilizados nos
calculos da quantidade real de B-lap presente no meio receptor. A Equacdo 06, demonstrada
abaixo, foi utilizada para calcular a quantidade real de B-lap liberada (Q real) em cada intervalo

de tempo:

Qreat = Ce XV + Vg X X X Cq (Equacao 6)

onde Q,..q; € a quantidade acumulada no tempo t, C; é a concentragdo da amostra (ug/mL) no
tempo t, V.. € o volume ocupado pelo meio receptor de cada célula (entre 6,45mL e 6,86mL),
7, € o volume de amostra retirado a cada coleta (ImL de rinse e 1mL de coleta) e C, é a

concentracdo de amostra removida nos tempos anteriores.

4.3.7.3 Andlise da liberacéo in vitro da B-lap

O perfil de liberagdo da B-lap foi determinado graficamente através da relacdo entre a
quantidade liberada acumulada de B-lap por area (pg/cm?) pelo tempo (horas). A partir dos
dados obtidos determinou-se qual modelo cinético mais adequado para a liberacdo in vitro da
B-lap. Foram aplicados trés modelos cinéticos distintos: ordem zero, primeira ordem e Higuchi.

De acordo com Da Costa (2002) o modelo de cinética de liberacdo de ordem zero esta
representado pela Equacéo 7:

Q:=0Qy+Kt (Equacéo 7)

Onde Q; € a quantidade de B-lap liberada no tempo t, Q, € a quantidade inicial de f-lap no meio
receptor (zero) e K é a constante de liberacdo de ordem zero.

Em relacdo ao modelo de cinética de primeira ordem pode-se empregar a relacdo
logaritmica da concentracdo de B-lap liberada em funcéo do tempo e esta representado pela
Equacdo 8:

logQ,; = logQ, + KL (Equacéo 8)

2,303

onde, Q; é a quantidade de B-lap liberada no tempo t, Q, € a € a quantidade inicial de p-lap no

meio receptor (zero) e K é a constante de liberacdo de primeira ordem.
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O modelo de cinética proposto por Higuchi (1963) permite relacionar a concentragédo de

B-lap liberada em fungéo da raiz quadrada do tempo (Equacdo 9):

Q, = K x+/t (Equagdo 9)

onde, Q; é a quantidade de B-lap liberada no tempo t e K € a constante de liberacdo de Higuchi.

A representacgdo gréafica da liberacéo in vitro da p-lap nos trés modelos avaliados esta de
acordo com o descrito abaixo:

e Ordem zero: concentracgdo liberada por area (pg/cm?) versus tempo (h);

e Primeira ordem: logaritimo da concentracdo liberada por area (ug/cm?) versus tempo

(h)e

e Higuchi: concentragéo liberada por area (ug/cm?) versus raiz do tempo (h).

O modelo que apresentou correlacéo linear, avaliada através do coeficiente de determinagao
(r?), mais proximo de 1 foi determinado como o mais adequado para interpretar a liberagdo da

B-lap in vitro.

4.3.8 Permeacéo cutanea ex vivo da B-lap

4.3.8.1 Preparo das peles de orelha de porco

As orelhas de porco foram obtidas em abatedouro localizado na cidade de Paulista/PE
logo apds o abate do animal e sem a imersdo da mesma em agua fervente (escalde). Foram
lavadas com &gua corrente, sem a utilizacdo de detergentes, para a remocao de residuos sélidos.
Em seguida o tecido cuténeo da parte posterior da orelha foi separado da cartilagem e a gordura
subjacente foi retirada com auxilio de instrumentos cirargicos, assim como o excesso de pélos.
Por fim, a pele de porco foi cortada em formato circular (aproximadamente 3 cm de diametro),
cobertas com filme plastico e papel aluminio e armazenadas em refrigerador sob temperatura

de -20°C até o momento da realizagdo dos experimentos que avaliaram a permeag¢ao cutanea da

B-lap.
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4.3.8.2 Avaliacdo da permeacédo cutanea ex vivo da p-lap

No ensaio de permeacdo e retencdo cutanea in vitro da p-lap foram utilizadas cinco
células de difusdo vertical do tipo Franz acopladas ao sistema automatizado Hanson Vision®
MICROETTE™ Plus (Chatsworth, EUA). O meio receptor foi composto por Tween® 80 a 0,5
% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 a temperatura de 32 °C (+ 1) com agitagdo magnética
constante a 350 rpm. As peles, previamente tratadas e armazenadas, foram descongeladas cerca
de uma hora antes do inicio do experimento. Em seguida, as peles foram posicionadas nas
células de difusdo (previamente preenchidas com meio receptor) com estrato corneo voltado

para cima (Figura 8).
Figura 8 — Posicionamento da pele da orelha de porco na célula de difuséo.

B
B

Fonte: Acervo pessoal.

As formulagdes B-lap-lipo, B-lap-lipo/ZBP-HEC15, B-lap-lipo/ZBP-HEC30, B-lap-
lipo/ZBP-HEC60 foram adicionadas em quantidades pré-estabelecidas (50 puL da formulagdo
B-lap-lipo e 500 mg das demais formulagdes) sobre as peles montadas nas células de difuséo e
distribuidas uniformemente sobre uma érea correspondente & 1,86 cm? Em tempos pré-
determinados (0,5, 1, 2, 4, 8 e 12 horas) 1 mL do meio receptor foi coletado de cada célula e
reposto imediatamente com meio receptor fresco para a manutencdo da condicdo sink. Os
experimentos foram realizados em quintuplicata.

Para a avaliagcdo da permeacdo cutinea as amostras do meio receptor obtidas nos tempos
pré-determinados foram filtradas em filtros de PVDF modelo Milex-GV Merck-Millipore®
(Darmstadt, Alemanha) com poro de 0,22 um e acondicionadas em vials. A quantificagdo da -
lap foi realizada por CLAE de acordo com a metodologia ja descrita anteriormente.
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Para a avaliagdo da retengéo cutanea da B-lap utilizaram-se as mesmas peles do ensaio
de permeacdo. Ap6s 12 horas de experimento, as peles foram retiradas das células de difuséo,
lavadas com agua ultrapura, secas com papel macio para remogédo do excesso de formulacéo e
dispostas, com a face contendo o EC voltada para cima, em um suporte de superficie lisa e
limpa. A éarea que ficou em contato com a formulagdo foi delimitada com o auxilio de fitas
adesivas coloridas e o EC foi removido utilizando-se a técnica de tape stripping através de 15
fitas adesivas 3M® (Sumaré, Brasil), modelo Durex® Transparente. As fitas apds o tape
stripping foram inseridas em tubos plasticos com tampa para posterior extracdo da p-lap. A pele
remanescente (EP+D) foi recortada na area em que a formulagio esteve em contato (1,86cm?)
e em seguida também inseridas em tubos plasticos com tampa para posterior extracao da B-lap.

A B-lap foi extraida das amostras de EC e pele remanescente por meio da adicdo de 5
mL de fase movel, constituida por uma solucdo de metanol:solucdo aquosa de TFA a 0,05%
(v/v) . Os tubos de extracdo foram sonicados em banho de ultrassom por 30 minutos, agitados
em vortex por 1 minuto, centrifugados a 10.000rpm por 15 minutos e, por Gltimo, filtrados em
filtros 0,22um de PVDF (Merck-Millipore®, Darmstadt, Alemanha). Aliquotas foram
acondicionadas em vials e a quantificacdo da B-lap foi realizada por CLAE. Os resultados
obtidos foram expressos graficamente em relagdo a concentracdo acumulada de B-lap (%)
encontrada no EC, pele remanescente (EP+D) e meio receptor ap6s 12 horas de experimento.

4.3.9 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como a média + desvio padrdo e adotou-se um
nivel de significancia de 5 % (p <0.05). As comparacdes entre as médias da liberacdo in vitro
e a avaliacdo da retencdo cutanea foram realizadas usando andlise de variancia (ANOVA)
seguido de pods-teste de Tukey. O software Origin® versdo 8.5 (Northampton, EUA) foi

utilizado para obtencéo dos dados estatisticos e graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Neste estudo, a B-lap foi utilizada com o objetivo de auxiliar no processo cicatrizagéo
da feridas (KUNG et al., 2008; FU et al., 2011). Por possuir baixa solubilidade em &gua e
fotoinstabilidade (CUNHA-FILHO; MARTINEZ-PACHECO; LANDIN, 2013) a B-lap foi
carreada em vesiculas fosfolipidicas, os lipossomas, sistemas adequados para a veiculacéo de
ativos com pouca solubilidade em &gua. Os lipossomas possuem estrutura semelhante a
membrana celular por possuir hidrofilicidade e lipofilicidade, além disso proporcionam
liberacdo lenta do ativo, reduzindo a toxicidade e melhorando a biodisponibilidade do farmaco
(NUNES et al., 2016).

A dispersao lipossomal (B-lap-lipo) foi submetida a caracterizacdo quanto ao seu
tamanho de particula, indice de polidispersdao (PDI), potencial zeta, teor e eficiéncia de
encapsulacao (EE%).

A determinacdo do tamanho e polidispersividade das vesiculas fornecem uma
ferramenta importante pois essa caracteristica é critica dependendo da via de administragdo. A
determinacdo da EE é importante para estimar a concentracdo do farmaco presente na
formulacdo. O potencial zeta estima a estabilidade dos lipossomas no meio em que ele esta
presente. Lipossomas podem apresentar em sua superficie uma carga negativa, positiva ou ndo
apresentar carga dependendo da sua composicao e ligantes associados na superficie (PATTNI,;
CHUPIN; TORCHILIN, 2015).

Os resultados obtidos mostram que o didametro médio dos lipossomas obtidos foi de
1040 + 20 nm e indice de polidispersdo (PDI) < 0,5. Como esperado, as vesiculas ndo possuem
carga superficial (-2,41 + 0,49 mV), uma vez que os lipidos utilizados para a sua preparacdo
(fosfatidilcolina de soja e colesterol) ndo sédo lipidos carregados. O pH da disperséo lipossomal
foi 7,4. A dispersao lipossomal também mostrou uma alta eficiéncia de encapsulacéo (97,58 +
1,65 %).

Os resultados obtidos corroboram com estudos de Ciobanu et al. (2014) onde o autor
avalia a influéncia do tamanho do lipossoma e das caracteristicas do hidrogel onde ele esta
disperso na cinética de liberacdo de calceina (farmaco modelo). O tamanho médio encontrado
para os lipossomas MLV’s de calceina foi e 1266 + 23,7 nm, semelhante ao encontrado neste

trabalho. O autor indica também que estas vesiculas multilamelares conferem estabilidade a
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molécula. Em estudo semelhante Hurler et al. (2013) desenvolveram lipossomas multilamelares
com tamanho médio de 920 nm para aplicacdo na cicatrizagdo de feridas.

A Tabela 8 mostra em resumo os resultados obtidos para caracterizacdo dos lipossomas
obtidos.

Tabela 8 — Caracterizagdo dos lipossomas obtidos.

Parametro Resultado*
Tamanho de Particula (nm) 1040+20
PDI 0,408 + 0,017
Potencial Zeta (mV) 2,41 + 0,49
EE (%) 97,58 + 1,65

*Resultado expresso como a média (n=3) * desvio padréo.

5.2 pH DAS FORMULAGOES

O pH das formulagdes utilizadas na avaliagdo in vitro da permeacdo cutanea foi
adequado para aplicagdo tdpica estando na faixa de 6,6 a 7,2 conforme demonstrado na Tabela
9. Isto evidencia que este parametro nédo foi afetado significativamente com a incorporacédo do
lipossoma (B-lap-lipo) na blenda polimérica (ZBP-HEC). A pele apresenta um pH que varia de
4,6 a 58 (levemente acido). Isto contribui para sua protecdo bactericida e fungicida
(LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002). O pH ideal de uma formulacdo tdpica €
padronizado de acordo com o pH de estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de
tolerancia biologica para produtos cutaneos (5,5 a 8,0) (SILVA et al., 2009). O pH tem
fundamental importancia no leito da ferida que varia de neutro a alcalino e desempenha um

papel fundamental na cicatrizacdo de feridas (PERCIVAL et al., 2014).

Tabela 9 — Valores do pH das formula¢Ges com diferentes concentragdes de p-lap.

Formulagéo pH

B-lap/ZBP-HEC 6,8 + 0.04
B-lap-lipo/zBP-HEC 6,9 +£0.02
B-lap-lipo/ZBP-HEC15 6.6 £ 0.04
B-lap-lipo/ZBP-HEC30 7.0+0.02
B-lap-lipo/ZBP-HEC60 7.2+0.11

*Resultado expresso como a média (n=3) + desvio padrao.
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5.3 MICROSCOPIA OPTICA DA BLENDA POLIMERICA ZBP-HEC E DO B-lap-lipo/ZBP-
HEC30

A Figura 10a mostra a fotomicrografia da blenda polimérica ZBP-HEC e a Figura 10b
mostra a fotomicrografia dos lipossomas (B-lap-lipo) incorporados na blenda polimérica (ZBP-
HEC) na concentracao de 30 pg/g. Observa-se que os componentes do hidrogel ndo séo capazes
de desestabilizar as membranas dos lipossomas MLV’s. Portanto verifica-Se que a incorporagao
dos lipossomas no hidrogel ndo altera as caracteristicas fisicas dos lipossomas.

Resultado semelhante foi encontrado por Ciobanu et al. (2014) onde os autores
encapsularam calceina (firmaco modelo) em lipossomas MLV’s e dispersaram em hidrogéis
poliméricos constituido por misturas de quitosana e gelatina. Foi demonstrado que a integridade
dos lipossomas foi mantida atraves da presenca dos mesmos no hidrogel apds trés semanas.

Figura 10 — Fotomicrografia da blenda polimérica (ZBP-HEC) (a) e fotomicrografia do p-lap-lipo/ZBP-HEC30

(b). Seta em vermelho mostra os lipossomas MLV’s dispersos no gel

Fonte: Acervo pessoal.

5.4 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.4.1 Seletividade

A Figura 11 apresenta os cromatogramas obtidos de amostras de B-lap-lipo, EC e pele
remanescente sem f-lap (BRANCO) e com B-lap. O tempo de retencdo da p-lap foi de 7,0 min
com absor¢do maxima em 256 nm. Os cromatogramas mostraram boa resolucéo e separagéo da
B-lap de outros picos ndo ocorrendo interferéncia dos componentes do EC, pele remanescente
(EP+D) ou da formulagéo. Portanto, o método validado mostrou-se seletivo e especifico.
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Figura 11 — Cromatogramas obtidos de amostras de lipossoma sem o farmaco (branco) (a), -lap-lipo na

concentragdo de 1 ug/mL de B-lap (b), EC (c), EC contaminado com B-lap na concentragdo de 0,6 pg/mL (d),
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Fonte: Acervo pessoal.
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5.4.2 Linearidade

A curva analitica para quantificacdo da B-lap pode ser observada na Figura 12 e 0s
cromatogramas da curva analitica no intervalo de 0,2 pg/mL e 2 pg/mL sdo apresentados na
Figura 13. Pode-se verificar que o método é linear no intervalo de 0,2 a 2 ug/mL. A equagdo da
reta obtida foi y = 254206x — 7282,5, com um coeficiente de correlagdo de R? = 0,9997. De
acordo com a ANVISA (BRASIL, 2003), o coeficiente de correlagdo linear deve ser igual ou
superior a 0,99. Dessa forma, o valor de R? demonstra a linearidade do método desenvolvido
para analise da p-lap por CLAE-UV. Atraves da analise de variancia (ANOVA) foi testada a
linearidade do método podendo-se afirmar no nivel de 95% de confianca que o modelo linear

estd bem ajustado na faixa de concentragéo estudada.

Figura 12 - Curva analitica da B-lap no intervalo entre 0,2 pg/mL e 2 pg/mL.
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Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos através da curva analitica da B-lap no intervalo entre 0,2 pg/mL e 2 pg/mL.
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Fonte: Acervo pessoal

5.4.3 Limite de detecgido (LD) e limite de quantificacio (LQ)

Os limites de deteccéo e quantificacao da p-lap foram 0,049 pg/mL e 0,162 pg/mL,
respectivamente. Os limites obtidos sdo importantes para a detec¢io e quantificacdo de
concentragOes pequenas de B-lap encontradas na fase inicial da avaliagdo in vitro da liberagdo
da mesma e também para identificar a presenca, mesmo que em quantidades pequenas, de [3-

lap nos ensaios de permeacédo em pele de orelha de porco.

5.4.4 Exatidao

A exatiddo do meétodo foi verificada por meio de ensaios de recuperacao. A recuperagao
da B-lap a partir do estrato corneo e pele remanescente pode ser visualizada na Tabela 10. O
resultado médio foi de 102,20 % e 98,54 % para estrato corneo e pele remanescente,
respectivamente. O desvio padréo relativo da média das determinaces (triplicata) encontrou-

se entre dentro dos limites aceitaveis para métodos bioanaliticos.



Tabela 10 —Exatiddo do método analitico para quantificagdo de B-lap estrato cérneo e pele remanescente.

Matriz Con;?{:;a(izc; Jﬁ?rica Recuperagéo
Média ( %) DPR (%)

0,2 100,10 1,06

Estrato corneo 0,6 103,28 0,72

2 103,21 1,28

0,2 98,21 4,73

Pele Remanescente 0,6 99,74 2,16
2 97,68 1,43

5.4.5 Precisao
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Os resultados da avaliacdo da precisdo do método podem ser observados na Tabela 11.

A avaliacdo do desvio padrao relativo (DPR) da média das determinacGes apresentou resultados

que se enquadram dentro dos limites aceitaveis de + 5% para métodos analiticos e £ 15% para

bioanaliticos, de acordo com a Resolu¢do RE 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 11 — Precisdo intradia (repetibilidade) e interdia (intermediaria) para quantificacdo de B-lap em estrato

coérneo (EC) e pele remanescente (EP+D).

Precisdo intradia (repetibilidade)

Precisdo interdia (intermediaria)

[Tedrica] (pg/mL)

[Experimental] (ug/mL) DPR (%) [Experimental] (ug/mL) DPR (%)

B-lap em FM
0,2 0,200 + 0,004 2,06 0,195 + 0,006 3,16
0,6 0,591 + 0,007 1,23 0,594 + 0,009 1,58
2 2,047 £ 0,008 0,39 2,028 + 0,065 3,24
EC
0,2 0,200 + 0,002 1,06 0,201 + 0,003 1,48
0,6 0,620 + 0,004 0,72 0,633 £ 0,021 3,35
2 2,066 + 0,026 1,28 2,079 £ 0,030 1,46
EP+D
0,2 0,206 + 0,009 4,51 0,199 + 0,008 4,23
0,6 0,618 + 0,013 2,10 0,618 £ 0,013 2,10
2 2,033 £ 0,028 1,38 2,059 + 0,037 1,78

*Resultado expresso como a média (n=3) + desvio padréo.
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5.4.6 Robustez

A avaliacdo da robustez do método pode ser visualizada na Tabela 12. As medidas
experimentais de concentracao de B-lap apresentaram valor médio de 0,612 pg/mL + 0,021 que
corresponde a a 101,94 % da concentracdo tedrica (0,6 pg/mL). Os resultados obtidos indicam
que a alteracdo deliberada nos parametros avaliados ndo alterou significativamente a area dos

picos da B-lap confirmando assim a robustez do método de quantificagao da B-lap.

Tabela 12 - Robustez do método analitico para quantificagdo de B-lap.

Concentracao
Parametro Alteracdes avaliadas experimental DPR (%)
(mg/mL)

Fluxo da fase mdvel 0,855 mL/min 0,599 4,21
(mL/min) 0,945 mL/min 0,575 4,25

35,1°C 0,623 0,24
Temperatura da coluna (°C)

38,8°C 0,621 0,20
Proporgéo da FM (66,5:33.5) 0,627 5,42
(Metanol : TFA 0,05%, v/v) (73,5:26,5) 0,625 4,40

5.5 DOSEAMENTO DAS FORMULACOES UTILIZADAS NA LIBERACAO IN VITRO E
PERMEACAO CUTANEA EX VIVO

A quantificacdo de B-lap nas formulagdes utilizadas na avaliacdo da liberacdo in vitro
da B-lap (Tabela 13) e permeacdo cuténea ex vivo (Tabela 14) mostram que os teores de B-lap
alcancados foram satisfatorios e dentro da faixa de 100 a aproximadamente 102% de B-lap nas

formulagdes utilizadas.

Tabela 13 — Teor (%) de B-lap nas formulagdes utilizadas nos ensaios de liberagéo in vitro.

Formulagéo Teor de B-lap (%) *
B-lap-lipo 101,48 + 0,57
B-lap/zBP-HEC 100,90 + 0,94
B-lap-lipo/ZBP-HEC 101,60 + 0,68

*Resultados apresentados como média + desvio padréo (n=3)
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Tabela 14 — Teor (%) de B-lap nas formulagdes utilizadas na avaliagdo da permeacdo cutanea ex vivo.

Formulacéo Teor de B-lap (%0) *
B-lap-lipo 101,42+0,34
B-lap/ZzBP-HEC 102,61+1,35
B-lap-lipo/zBP-HEC 102,88+1,66
B-lap-lipo/ZBP-HEC15 102,93+0,35
B-lap-lipo/ZBP-HEC30 102,39+1,42
B-lap-lipo/ZBP-HEC60 101,06+0,57

*Resultados apresentados como média + desvio padréo (n=3)

5.6 LIBERACAO IN VITRO DA B-lap

As condic¢bes sink durante o ensaio de liberagdo in vitro da B-lap foram mantidas ao
longo do experimento. Isto assegura que a difusdo no sentido contrério ndo ocorra e que a
solubilidade nédo seja fator limitante na taxa de liberacdo ou fluxo durante o experimento
(OECD, 2004). Com 0 objetivo de aumentar a solubilidade da B-lap no meio receptor e assim
assegurar a manutencdo da condicdo sink durante o experimento utilizou-se o tampéo fosfato
0,1M pH 7,4 acrescido de 0,5% (m/v) de Tween® 80. A solubilidade da 3-lap neste sistema foi
82,25 pg/mL + 0,48 a 32°C. Com isso garantiu-se a manutencdo da concentragdo de B-lap
abaixo de 10% da saturacdo do meio receptor e manutencdo da condicdo sink durante todo o
experimento. A coleta de 2 mL de meio receptor (1 mL de rinse e 1 mL de amostra), nos tempos
predeterminados, foi suficiente para garantir a manutengdo da concentragdo de -lap abaixo de
10% da saturacéo do meio receptor e manter a condi¢éo sink durante todo o experimento.

A Figura 14 apresenta o perfil de liberagdo in vitro da B-lap a partir da dispersao
lipossomal contendo B-lap (B-lap-lipo), da B-lap livre incorporada na blenda polimérica (-
lap/ZBP-HEC) e a dispersao lipossomal incorporada na blenda polimérica (B-lap-lipo/ZBP-
HEC).



59

Figura 14 - Perfil de liberagdo in vitro da p-lap a partir de diferentes formulagGes. Estes valores séo apresentados

como a média + desvio padréo (n = 5).
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Fonte: Acervo pessoal.

Como pode-se observar para a formulagéo p-lap-lipo ao longo de 8 horas 51,64% (14,07
ug/cm?) da concentracdo inicial da B-lap inserida no meio doador foi liberada. Quando
comparada com a formulacéo B-lap-lipo/ZBP-HEC que teve uma liberacdo de 19,69% (5,38
ng/cm?) observa-se que a utilizagio da blenda polimérica ZBP-HEC provocou uma diminuicéo
de 2,6 vezes na velocidade de liberacdo da B-lap. A formulagdo contendo a B-lap livre no
hidrogel (B-lap/ZBP-HEC) apresentou ao longo das 8 horas uma liberagéo de 37,55% (10,19
ug/cm?) correspondente a um perfil de liberagdo lento de forma semelhante a formulagdo B-lap-
lipo/ZBP-HEC.

A Tabela 15 apresenta a significancia estatistica (valor de p) da analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo exame das diferencas entre as medias (teste t) efetuada sobre a
quantidade acumulada de pB-lap liberada em cada tempo de coleta (n=5) das diferentes
formulacGes avaliadas (B-lap-lipo, B-lap-lipo/ZBP-HEC e B-lap/ZBP-HEC).
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Tabela 15 - Diferenca estatistica da liberagao de B-lap-lipo entre as formulagdes avaliadas.

Formulagéo Significancia estatistica
0,5h 1h 2 -4h 8h 12-24h
B-lap-lipo e B-lap-lipo/ZBP-HEC NS * falaiele faleiad fafaiele
B-lap-lipo e p-lap/ZBP-HEC NS *x ok Hkkk *
B-lap-lipo/ZBP-HEC ¢ B-lap/ZBP-HEC NS NS NS falelale falaiaie

NS: Nao significativo; * p < 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

Dessa forma pode-se verificar que a formulagdo B-lap-lipo/ZBP-HEC apresentou um
perfil de liberagdo lenta e sem a ocorréncia de liberagdo rapida inicial (burst effect). No tempo
inicial de liberagdo de B-lap (0,5 h) ndo houve diferenca significativa entre as formulagdes.
Entretanto, a partir de 1 hora de liberacdo houve diferencas significativas entre as formulagdes
B-lap-lipo e B-lap-lipo/ZBP-HEC. Isto mostra que a utilizagdo da blenda polimérica como
veiculo para os lipossomas provocou diminuigdo estatisticamente significativa da liberagcdo da
B-lap.

O modelo de Higuchi apresentou coeficientes de correlagdo (r?) mais proximos de 1 para a
liberacdo B-lap a partir das formulacgdes testadas. Assim as velocidades de liberagdo da B-lap a
partir das formulacGes avaliadas foi feita através da construcdo de um gréafico da quantidade
liberada de farmaco (%) em funcdo da raiz quadrada do tempo (horas). O sloope (coeficiente
angular) da regressdo linear desses dados representam a velocidade de liberagdo da B-lap
(HIGUCHI, 1962). O lag time foi calculado através da extrapolagdo da reta de regressdo linear
até o eixo do tempo através da substituicdo do valor de y por 0 (zero) na equacdo da reta.

A Tabela 16 apresenta os coeficientes de correlagdo (r?), a inclinagéo da curva, expressa em
ug/cm?/h®® e o lag time, em horas, para a formulacio B-lap-lipo, B-lap-lipo/ZBP-HEC e B-
lap/ZBP-HEC, calculados a partir da inclinagdo da reta de regressao linear e o intercepto no
eixo x do modelo de Higuchi. Este modelo proposto por Higuchi descreve a liberagdo de
farmacos pouco sollveis incorporados em matrizes semi-solidas e/ou sélidas (DA COSTA,
2002).



Tabela 16 - Coeficientes de determinagéo segundo o modelo de Higuchi, fluxo de liberagdo e t g da B-lap a
partir das formulacgdes B-lap-lipo e B-lap/ZBP-HEC e B-lap/ZBP-HEC.
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Formulagéo Higruzchi Equagdo K ((ug/lcm?)/h0s)* t Lag (h)*

B-lap-lipo 0,981 B-lap%=5,4981t°5 - 2,6878 5,498 £ 0,485 0,485 £ 0,203
B-lap-lipo/zBP-HEC 0,965 B-lap% =2,86574981t%5 - 2,341 2,866 £ 0,288 0,817 £ 0,142
B-lap/ZBP-HEC 0039  B-lap% =4,40194981t%5 —4,0914 4,02 + 0,265 0,93 + 0,094

*Resultados apresentados como media + desvio padrdo (n=3)

Os resultados obtidos demonstram que os processos de liberagdo de B-lap dos

lipossomas e a sua difusdo através do gel, sdo fatores determinantes e de importancia para o
perfil de liberacdo B-lap a partir de hidrogéis (BOAKYE; PATEL; SINGH, 2015; MOURTAS

et al., 2007). Além desse parametro, Mourtas et al. (2006) descreveram que para farmacos

lipofilicos os lipossomas atuam como reservatorios que liberam o farmaco rapidamente ou n
(dependendo da solubilidade do farmaco e permeabilidade).
Em recente estudo Nunes et al. (2016) observaram a liberacéo in vitro do acido dsni

ao

co

encapsulado em lipossomas multilamelares e incorporados em membranas de gelatina para

aplicacdo em cicatrizacdo de lesbes cutaneas utilizando modelo de pele de orelha de porco.

A

liberagdo foi avaliada em células de Franz e foi verificado que cerca de 38,70% (16,31 pg/cm?)

do &cido Usnico contido em lipossomas e incorporados em gelatina foi liberado nas primeiras 4

horas do estudo. Os resultados deste estudo demonstram, de forma semelhante ao presente

trabalho, que a liberacdo de farmacos lipofilicos pode ser controlada através da encapsulagédo

destes em vesiculas lipidicas e em matrizes poliméricas De maneira semelhante aos resultados

encontrados Ciobanu et al. (2014) mostraram que a liberacdo de calceina a partir de lipossomas

MLV’ s dispersos em hidrogéis controlam a liberacdo da substancia ativa encapsulada de uma

forma controlada durante periodos prolongados.

Pode-se verificar que a B-lap-carregada em lipossomas dispersos em hidrogéis encontra

duas barreiras no processo de liberacao: a propria membrana lipossémica e a matriz polimérica.

Como resultado observa-se uma atenuag&o da liberagdo réapida inicial (burst effect) obtendo-

se

um melhor controle do processo de liberacdo da B-lap em comparagcdo com este composto

encapsulado em lipossomas ou apenas disperso na matriz do hidrogel.
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5 PERMEACAO/PENETRACAO EX VIVO DA da B-lap

A retencdo cutanea refere-se a entrada de uma substancia em uma camada especifica da
pele enquanto que a permeacao pode entendida como a penetracdo de uma camada para outra
da pele (FLATEN et al., 2015). Nos testes de permeacdo e penetracdo cutanea a pele de orelha
de porco foi utilizada devido a sua similaridade a pele humana quanto a aspectos como
morfologia e permeabilidade (OECD, 2004). Assim nesta avaliacdo, para mimetizar as
condicdes da temperatura da pele humana, a temperatura do sistema de difusdo utilizado no
experimento foi mantida em 32°C. Os dados obtidos na avaliagdo da penetracéo cutanea da f3-
lap a partir das diferentes formula¢Ges podem ser visualizados na Figura 15.

A permeacdo cutanea ex vivo da p-lap através da pele integra para o meio receptor da
celula de Franz a partir das diferentes formulacGes foi abaixo do limite de detec¢do do método
(0,049 pg/mL) (Tabela 17). Assim, a B-lap ndo foi detectada no meio receptor 12 horas ap6s
aplicacdo das formulacGes, ou seja, ndo ocorreu permeacdo significativa da B-lap através da

pele.

Tabela 17 - Permeacao e retencdo cutinea ex vivo da B-lap, a partir de diferentes formulacgdes, através da pele

intacta.
Formulacéo Permeacéo Retencdo Cutanea*
(12 h) EC % dose EP+D % dose
(ug/cm?) aplicada (pg/cm?) aplicada
B-lap-lipo ND 0,15+0,04 0,5740,15 2,35+0,56 8,73+2,08
B -lap-lipo/ZBP-HEC15 ND 0,14+0,02 3,49+0,60 0,85+0,10 21,1042,56
B-lap-lipo/ZBP-HEC30 ND 0,17+0,03 2,14+0,35 1,65+0,44 20,40+5,44
B-lap-lipo/ZBP-HEC60 ND 0,20+0,01 1,25+0,08 1,88+0,41 11,63+2,55
B-lap/ZzBP-HEC ND 0,47+0,17 1,76+0,62 5,04+1,57 18,76+5,84

*Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=3); ND: N&o Detectado

Como se observa na figura 15 a penetragao de p-lap no EC foi de 0,57 + 0,15 % e 1,76
10,62 % da dose aplicada (50 pg) para as formulacbes B-lap-lipo e B-lap/ZBP-HEC,
respectivamente. A penetracdo da B-lap no EC a partir da formulagdo com B-lap livre dispersa
na blenda polimérica (B-lap/ZBP-HEC) é aproximadamente o triplo da penetracdo da B-lap
encapsulada nos lipossomas. Estes dados mostram o carater fortemente lipofilico da p-lap que

consegue ultrapassar a barreira lipidica da pele. Enquanto que a -lap encapsulada na dispersdo
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lipossomal promoveu uma diminui¢cdo na penetracéo da p-lap no EC. Este resultado pode ser
explicado pelo carater mais rigido das vesiculas lipossomais contendo colesterol que promovem
uma menor taxa de transporte do ativo através do EC proporcionando uma liberacéo controlada
(BOWSTRA; HONEYWELL-NGUYEN, 2002; VERMA, 2003).

Figura 15 — Avaliacdo da penetracdo cutdnea em pele de orelha de porco para diferentes formulagGes e
percentagem de B-lap quantificada em diferentes estratos da pele: estrato cérneo (EC) e pele remanescente
(epiderme e derme — EP+D). Os dados médios com letras diferentes sdo significativamente diferentes usando a
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (p <0,01). Estes valores sdo apresentados como a
média + desvio padrédo (n =5).
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Fonte: Acervo pessoal.

Quando se avalia os hidrogéis nas menores concentragfes de B-lap (B-lap-lipo/ZBP-
HEC15 e B -lap-lipo/ZBP-HEC30) verifica-se uma retencdo mais elevada de B-lap tanto no EC
(3,49 £ 0,6 % e 2,14 £ 0,35 %) quanto na EP+D (21,1+£2,56% e 20,4+5,4%), respectivamente.
O favorecimento da penetracdo da B-lap para estas formulagdes quando comparada com f-lap-
lipo pode ser analisado pelo alto teor de dgua nesses hidrogeis e pela alta lipofilicidade da -
lap uma vez que a particdo e a difusdo sao promovidas durante o contato e penetragéo do ativo

na pele (LAUTHERBACH et al., 2015). Entretanto, o0 aumento da concentracdo de lipossomas
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incorporado em hidrogel, tal como demonstrado para p-lap-lipo/ZBP-HECG60, pode promover
uma difusdo mais controlada de B-lap através do estrato corneo para a pele remanescente.

Em relacdo ao exposto pode-se observar que a eficacia das formulacdes cutaneas esta
diretamente relacionada com as propriedades do carreador/veiculo utilizado bem como a
permeabilidade do farmaco através das varias camadas da pele. As interacGes existentes entre
0 veiculo, a pele e o farmaco determinam a liberacdo deste e a sua permeacgdo atraves das
camadas da pele da pele, seguida da deposicédo de farmaco no interior da pele ou da absor¢édo
na circulacdo sistémica. Verifica-se que um veiculo, lipofilico ou hidrofilico, pode alterar o
estado fisico e a permeabilidade da pele pelo efeito de hidratagdo. No caso dos hidrogéis estes
ndo tém efeito oclusivo, mas devido ao elevado teor de &gua pode melhorar o nivel de hidratacdo
da pele promover a penetracéo do farmaco (FLATEN et al., 2015).

Em estudo recente, Boakye, Patel e Singh (2015) demonstraram que as caracteristicas dos
lipossomas como o tamanho de vesicula e a carga superficial exercem essencial funcdo na
permeacdo de lipossomas na pele. Pode-se observar que vesiculas grandes sdo geralmente
depositadas na superficie da pele atuando como os reservatérios de farmaco proporcionando a
liberacdo prolongada do mesmo. Em relacdo a carga da superficie dos lipossomas, estes quando
carregados negativamente mostraram uma maior penetracdo de farmaco na pele do que
lipossomas carregados positivamente e neutros (GILLET et al., 2011b; FLATEN et al., 2015).
Em um estudo feito por Du Plessis et al (1994) sobre a influéncia do tamanho de particula de
lipossomas mostrou um maior depoésito na pele de farmacos lipofilicos quando estes séo
encapsulados em lipossomas grandes. De maneira semelhante, Thirumaleshwar et al. (2012)
também verificaram que os lipossomas MLV’s sdo importantes para promover uma maior
deposicao de farmacos na pele.

Além disso, a rigidez/elasticidade das membranas das vesiculas também influenciam na
deposicdo do farmaco sobre e dentro da pele (KNUDSEN et al., 2012). Em relacéo a este achado
Zhang et al. (2014) realizou um estudo comparativo entre lipossomas convencionais
(lipossomas rigidos) e etossomas (lipossomas deformaveis) observando que o fluxo
transdérmico de psolareno é maior em etossomas do que em lipossomas convencionais

Pode-se inferir que a alta capacidade de penetracdo do farmaco para as formulagdes -
lap/ZBP-HEC, B-lap-lipo/ZBP-HEC15 ¢ B-lap-lipo/ZBP-HEC30 quando comparada com [-
lap-lipo pode ser explicada pela natureza altamente lipofilica da B-lap e o elevado teor de 4gua
nos hidrogéis contendo lipossomas. Entretanto, 0 aumento do teor de lipossomas incorporado
no hidrogel, tal como demonstrado para a formulagao B-lap-lipo/ ZBP-HECG0, foi capaz de

promover a penetracdo da -lap no EC e pele remanescente de forma mais controlada do que
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as demais sem apresentar permeacgédo. Dessa forma, a mesma pode ter aumento do seu efeito
terapéutico local associado a baixo risco de efeitos sistémicos indesejaveis provocados pela
permeacéo.

Este efeito parece ser adequado para aplicacbes em cicatrizacdo de lesdes cutaneas,
especialmente devido & auséncia de barreiras cutaneas principais, como o estrato corneo e a

epiderme.
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6 CONCLUSAO

e Lipossomas multilamelares contendo pB-lapachona (B-lap-lipo) apresentaram

caracteristicas adequadas para aplicacdo tdpica;

e A incorporacdo de p-lap-lipo em hidrogel ZBP-HEC ndo alterou a estrutura

multilamelar dos mesmos;

¢ A metodologia analitica em CLAE para quantificagdo de B-lap em lipossomas e em
matriz biol6gica (pele de orelha de porco) apresentou parametros estatisticos adequados
de seletividade, linearidade, limites de detec¢do e quantificagdo, precisdo exatiddo e

robustez;

e A B-lap encapsulada em lipossomas incorporados em hidrogel (B-lap-lipo/ZBP-HEC)
apresentou perfil de liberacdo controlada em relacdo aquela a partir de lipossomas (B-

lap-lipo) e a B-lap dispersa no hidrogel (B-lap/ZBP-HEC);

e NA&o foi identificada a permeagdo de B-lap em nenhuma das formulacdes avaliadas em

estudo ex vivo utilizando pele de orelha de porco;

e A B-lap a partir das formula¢des B-lap-lipo/ZBP-HEC15 e B-lap-lipo/ZBP-HEC30
apresentou penetracao cutanea superior aquela a partir da formulagao B-lap-lipo/ZBP-
HEC60.

e A formulacéo B-lap-lipo/ZBP-HEC60, contendo maior quantidade de farmaco carreado
em lipossomas incorporados em hidrogel, pode ser mais adequada para aplicacdo em

lesBes cutaneas.
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