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» Porficenos;
» Clorinas: monoaspartil clorina e ¢ , diaspartil clorina e ¢,
> Feoforbides: Feoforbides a, bacteriofeoforbide;

Nos estudos iniciais de aplicagio da TFD, o fotossensibilizante era
administrado via intravenosa, porém, devido ao aparecimento de reagdes sistémicas
quando da exposi¢do do paciente ao sol durante o periodo de tratamento, este
procedimento apresentou varios inconvenientes.

A primeira substancia fotossensibilizante empregada no tratamento de cédncer
de pele foi o derivado da hematoporfirina (DOUGHERTY, 1993). Como muitas outras
porfirinas administradas intravenosamente, a hematoporfirina causa fotossensibilidade,
havendo a necessidade de medidas fotoprotetoras por um periodo aproximado de 4 a 6
semanas. Nesta TFD padrio, podem ocorrer reagies inflamatorias e efeitos vasculares,
incluindo danos as células endoteliais, agregagao das células sangiiineas, diminuigdo do
fluxo sangiiineo, etc. Um procedimento alternativo para o tratamento de tumores
malignos superficiais baseado na TFD, inclui a aplicacdo (dpica de farmacos
fotossensibilizaveis, apresentando a vantagem de ser bastante seletivo comparado a
administra¢do por via intravenosa.

Atualmente, o farmaco sob maior investiga¢do para TFD topica tem sido o
icido 5- aminolevulinico (5-ALA). A terapia Fotodinamica usando 5-ALA, aplicado
topicamente, tém mostrado ser altamente eficiente no tratamento de tumores cutineos
pela formagao de porfirinas endégenas como fotossensibilizantes.

MALIK & LUGACI (1987) foram os primeiros a usarem a fotossensibiliza¢do de
células in vitro baseada em 5-ALA. KENNEDY & POTTIER (1992) empregaram
clinicamente a TFD 5-ALA, no tratamento de carcinoma baso celular superficial, onde o
farmaco aplicado topicamente foi utilizado para induzir a sintese de porfirinas
endégenas da via biossintética do heme evitando, assim, a fotossensibilizagdo
generalizada da pele. O estudo realizado mostrou resultados favoraveis no tratamento de
alguns tumores cutineos superficiais tipo ndo melanoma e hoje, a ALA-TFD esta sendo
usada com sucesso no tratamento de uma variedade de alteragbes cutdneas neoplasicas e
ndo- neoplasicas.

O 5- ALA ja vem sendo estudado ao nivel de aplicagdo tépica como um pré-

farmaco associado a TFD (KENNEDY & POTTIER, 1992; SZEIMIES et al., 1996; ABELS et
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Figura 1. Via biossintética simplificada do grupo heme. O controle de Feedback esta

indicado pela linha tracejada (PENG et al., 1997).

As porfirinas endogenas causam fotossensibilizagdo letal nas células
cancerosas. A luz aplicada (faixa de 400-640 nm) ativa a PpIX, que € excitada a um
nivel de energia mais alto. O excesso de energia é transferido para o oxigénio tecidual
(o estado triplete), o qual é entdo transformado para o estado singlete. O oxigénio
singlete é um agente altamente citotoxico, de vida curta e que causa a necrose do tumor
(BONNET & CHARALAMBIDES, 1980; OCHSNER 1997 b).

Em estudo recente foram comparadas as mudangas estruturais em células PAM
212, apds tratamento fotodinimico com o 5-ALA e com um derivado da
hematoporfirina, o0 PHOTOSAN®. Os efeitos da TFD foram investigados apo6s diferentes
tempos de incubagdo, doses de luz e periodos de tratamento. Concluiu-se que, para as
mesmas condigdes de exposi¢do 4 TFD, o dano primario induzido pelo 5-ALA ¢é restrito
a mitocdndria, enquanto a citotoxicidade induzida por PHOTOSAN® foi mediada por

dano no sistema lisosomal (RADAKOVIC-FUUAN et al., 1999).



Embora viarios outros fotossensibilizantes venham sendo utilizados na TFD
clinica, a ALA-FTD tém sido o campo mais ativo na pesquisa de TFD nos altimos cinco
anos. O 5-ALA ¢ o unico agente para TFD em desenvolvimento clinico atual que é um
precursor bioquimico de um fotossensibilizante. Topicamente aplicado, o 5-ALA passa
prontamente através da epiderme com estrato cormeo (EC) anormal (tecido canceroso),
mas ndo através da epiderme normal, permitindo a fotossensibilizagdo altamente
seletiva de tumores da pele. Isto evita o efeito generalizado de sensibilizagdo da pele
como ocorre na TFD padrido (GOFF et al., 1992; KENNEDY & POTTIER, 1992). Os danos
causados a pele normai sio minimos (STENDER et al., 1997).

O 5-ALA ¢ uma substdncia altamente hidrofilica e que ndo penetra facilmente
através da pele intacta ou através das membranas celulares (PENG et al., 1997). Quando
¢ aplicado topicamente, em tumores cutaneos, a seletividade para o tumor é decorrente
do aumento da permeabilidade da pele tumoral (RICK et al., 1997).

A fotossensibilidade apds a aplicagéo topica de ALA geralmente desaparece
dentro de 24 horas, limitando-se apenas a uma inflamacdo leve no local da aplica¢do. Os
efeitos terapéuticos sdo, portanto, devidos a uma citotoxicidade direta sobre o tumor,
ndo sendo observados danos vasculares nas biépsias apos tratamento. Isto faz do ALA-
TFD tdpico uma modalidade de tratamento pratica, que, com poucos anos de
introdugio, é usada experimentalmente em muitos centros clinicos no mundo (GOFF et
al., 1992).

Até o momento, 0 5-ALA tem se mostrado também eficaz para o tratamento de
neoplasmas cutdneos, queratose solar (FINK-PUCHES et al., 1997) e tumores de pele nio-
melanoma como: carcinomas de células basais superficiais e carcinomas de células
escamoso (FINK-PUCHES et al., 1998, GROB & SCHIMID-GRENDELMEIER, 1998) bem
como para o tratamento topico de doengas ndo tumorais como psoriase (COLLINS et al,,
1997), acne, alopecia aerata, verruga viral, etc. (FRITSCH et al., 1998), condiloma
acuminado (ROSs et al, 1997) e micose fungdide e ainda em avaliagdes para o
diagnostico de tumores de pele, de bexiga, do trato gastrintestinal e do pulmio

(STENDER & WULF, 1996; STRINGER et al., 1996).



O mecanismo de captagdo preferencial intratumoral dos precursores e
fotossensibilizantes ainda ndo esta completamente elucidado. No caso do 5-ALA, o
transporte ativo € a explicagdo mais provavel, mas a difusdo passiva pode também ser
atuante. Antes da administragio do 5-ALA, tanto o tumor quanto a pele adjacente
normal apresentam concentragGes similares de porfirinas, existindo, porém, um padrao
diferente de metabolitos da porfirina entre os mesmos. Antes da aplicagio de S-ALA o
metabdlito principal encontrado na pele normal € a protoporfirina e uroporfirina; e, no
tumor, além destas, grandes quantidades de coproporfirina sio encontradas. Estes
resultados sugerem que um acumulo seletivo de porfirinas deve ser devido ao aumento
da captagdo de 5-ALA e da sintese do heme, bem como da reduzida atividade da
ferroquelatase no tumor (ABELS et al., 1997; FRITSCH et al., 1997).

A adi¢do de 5-ALA exogeno leva ao acumulo de PpIX devido a limitada
capacidade da ferroquelatase. A atividade desta enzima € mais baixa em alguns tumores,
de forma que PpIX acumula-se com algum grau de seletividade nos mesmos (PENG et
al., 1997). Apesar desta seletividade, o efeito a longo prazo em alguns tipos de tumores
grandes, tem mostrado resposta pequena para a TFD-SALA tépica, mesmo apods varias
sessdes de tratamento, devido a penetragéo insuficiente e ndo homogénea do 5-ALA e a
uma irradia¢do de luz ndo adequada. Outros fatores importantes sdo que, alguns tumores
apresentam-se cobertos por uma camada epitelial normal, o que reduz a penetragio do
5-ALA e também a presenga de ilhas de células tumorais resistentes a penetragdo do 5-
ALA

Um outro aspecto a ser considerado na TFD associada ao 5-ALA € que
tumores de pele nodulares com espessura maior que 2-3 mm sdo refratarios a esta
terapia porque o ALA ndo penetra nesta profundidade (ORESTEIN et al., 1997, FINK-
PUCHES et al., 1998).

Para melhorar a eficicia de ALA-TFD, particularmente em lesdes espessas,
varias opg¢des tem sido investigadas, tais como, o uso de promotores que aumentam a
taxa de distribui¢do do ALA na pele ou de quelantes de ferro como 1,10 fenantrolina e
desferroxamina que aumentam a produgio de PpIX, etc, (ROBINSON et al., 1998).

Assim, varias tentativas tém sido realizadas com o intuito de melhorar a
eficacia do tratamento, como por exemplo, o fracionamento das sessdes de TFD em 2 a

4 ciclos de irradiagio (VAN DER VEEN et al., 1997, CURNOW et al, 1999). O uso
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Protecio do organismo contra substancias irritantes. Uma vez que os
lipossomos ndo possuem propriedades irritantes, podem ser uteis para reduzir a
irritagdo causada por farmacos administrados pela via parenteral, intramuscular ou
até mesmo topica. Alguns farmacos hidrofébicos como a Ciclosporina e a
Anfotericina B sdo formulados com tensoativos e co-solventes orginicos para
administrag@o sistémica em humanos. Estes solubilizantes causam toxicidade nas
doses necessarias para dissolver o farmaco. Assim, uma alternativa a este
problema é o uso de sistema lipossGmico, os quais podem ser obtidos com
lipideos relativamente ndo toxicos, ndo imunogénicos e biodegradaveis, além da
capacidade de encapsular farmacos de diferentes solubilidades. Além disto, este

tipo de formulagédo é bem tolerada pelo organismo;

Liberacio sustentada do firmaco: O efeito terapéutico de farmacos
encapsulados em lipossomos pode ser drasticamente diferente daquele do
farmaco livre. No caso de farmacos que sio rapidamente eliminados do
organismo e requerem concentragoes plasmaticas a niveis terapéuticos por um
periodo prolongado, os lipossomos podem atuar como uma forma de liberagdo
sustentada in vivo. A formulagdo em lipossomos de liberagdo sustentada €
possivel, estendendo- se a meia- vida de circulagdo e otimizando-se assim uma

razdo de liberagdo in vivo (ALLEN & MOASE, 1996);

Vetorizacio: Os farmacos usados no tratamento do cincer apresentam baixo
indice Terapéutico (IT) e podem ser altamente toxicos para os tecidos normais.
A toxicidade destes firmacos pode ser minimizada pela diminuig3o da liberagao
destes para os orgdos normais. Quando lipossomos contendo o farmaco €
injetado intravenosamente, eles sdo pouco captados pelos tecidos como coragio,
rim e trato gastrintestinal, os quais s3o os maiores sitios para os efeitos colaterais
toxicos de uma grande variedade de farmacos antineopldsicos. Assim, os
lipossomos podem melhorar o IT pela alteragao na biodistribuicdo do farmaco.
O farmaco encapsulado em lipossomos, pode atingir os tecidos alvo e, apos
alguma interagdo subsequente, é liberado no interior das células, evitando o

contato com o sangue e os liquidos extracelulares. Desse modo, o fairmaco pode
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ser direcionado no sitio de agio desejado (Verorizagdo). A liberagio de farmacos
sitio-especificos podem ser melhoradas pelo encapsulamento destes em
lipossomos, os quais sdo direcionados a células especificas, devido a presencga de
ligantes ou anticorpos na sua superficie, as quais se ligam na superficie celular

de alvos especificos (ALLEN & MOASE, 1996; HARASHIMA & KIWADA, 1996).

1.2.1. Composigdo dos lipossomos.

por:

(i)

(i)

Segundo VEMURI & RODES (1995), os lipossomos sdo compostos basicamente

Fosfolipideos ou lipideos: Uma grande variedade de fosfolipideos ou lipideos
naturais e sintéticos sdo adequados para a preparagdo de lipossomos. Os
fosfolipideos mais abundantes nas plantas e animais sio a fosfatidilcolina
(lecitina da gema de ovo e do Oleo de soja) e a fosfatidiletanolamina, que
constituem também a maior parte estrutural das membranas biologicas sendo,
assim, os mais utilizados na preparagio de lipossomos. A estrutura geral de um
fosfolipideo é composta por um esqueleto central de glicerol, acidos graxos de
cadeia longa e um grupo fosfato. A parte fosfatidica consiste de acidos graxos
que formam uma ligagio éster. Os acidos graxos diferem com relagdo ao nimero
de atomos de carbono na cadeia e ao grau de insaturagdo. As diferengas na

por¢do graxa levam a mudangas nas caracteristicas dos fosfolipideos.

Esteréides: O colesterol e seus derivados tém sido utilizados na preparagao de
lipossomos com a finalidade de melhorar as caracteristicas da bicamada para a
liberagdo de farmacos in vivo, uma vez que: (1) melhora a fluidez da bicamada,
(2) reduz a permeabilidade a moléculas soluveis em agua através da membrana,
diminuindo seu vazamento (3) melhora a estabilidade da bicamada na presenca
de fluidos biolégicos como sangue e plasma. Os lipossomos sem colesterol
tendem a reagir com as proteinas do sangue, as quais podem desestabilizar sua

estrutura e reduzir sua utilizagdo como sistemas de liberagdo. As moléculas de
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colesterol se orientam entre as moléculas de fosfolipideos ou lipideos com seu
grupo hidroxila posicionados em diregdo 4 fase aquosa e o anel triciclico entre
os carbonos das cadeias acilas graxas. Desse modo, o colesterol se encaixa nos

espagos vazios entre as moléculas lipidicas da bicamada, ancorando-as mais

fortemente em sua estrutura.

(iii)  Outras substincias: Além dos componentes estruturais, agentes anti- oxidantes
tais como a-tocoferol, butilhidroxitolueno (BHT) e o butilhidroxianisol (BHA)
sdo utilizados para prevenir a oxidag@o das ligagdes insaturadas. Sais de amdnio
quaternario com uma ou duas cadeias de hidrocarbonetos longas (cloreto de
dioctadecildimetil-aménio ou DODAC) podem formar lipossomos, sendo os

ultimos mais estaveis.

1.2.2. Tipos de lipossomos.

Numerosos procedimentos tém sido desenvolvidos para preparar lipossomos.
Em vista dos varios métodos, ha também varias classes de lipossomos. Eles podem ser
classificados pelo numero de bicamadas presentes nas vesiculas, pelo seu método de
preparagdio ou pelo seu famanho. Quando os lipossomos s3do descritos baseados no
numero de bicamadas, sio chamados de Vesiculas Unilamelares (ULV) ou Vesiculas
Multilamelares (MLYV). Baseadas no método de preparagdo, tem-se as vesiculas
obtidas por Evaporacio em Fase Reversa (REV) e as vesiculas French Press (FPV).
Finalmente, quando sio descritos baseados no seu tamanho, podem ser chamados de
Vesiculas Grandes Unilamelares (LUYV) e Vesiculas Pequenas Unilamelares (SUV).

A descrigdo de lipossomos pela lamelaridade e pelo tamanho sdo mais comuns

do que pelo seu método de preparo.
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1.2.1.1. Vesiculas Grandes Multilamelares (MLVs)

As MLVs possuem tamanhos na faixa de 0,1 a 10 um, podendo consistir de duas
ou mais lamelas concéntricas. O volume aquoso aprisionado por tais vesiculas situa-se
em torno de 0,5 a 4 pl/umol. A taxa de encapsulamento pode variar de 5 a 15%
(SzockA & PAPAHADIOPOULOS, 1978). As MLVs sdo mais adequadas para o
encapsulamento de compostos lipofilicos devido a presenca de varias lamelas lipidicas,
nas quais as substincias lipofilicas podem interagir. A principal desvantagem deste tipo

de vesicula € a heterogeneidade com relagdo ac tamanho (LASIC, 1988).

1.2.1.2. Vesiculas Pequenas Unilamelares (SUVs)

As SUVs sao muito pequenas, com tamanho entre 0,025 ¢ 0,05 pm. Como o
volume aquoso aprisionado é pequeno (< 0,5 upl/umol), a porcentagem de
encapsulamento para solutos ¢é baixa (< 1%), principalmente para farmacos
hidrossolaveis e macromoléculas (YATVIN & LELKES, 1982). Esta € uma das principais
desvantagens das SUVs, além destas serem termodinamicamente instaveis e suscetiveis
de agregagiio e fusio. Estes tipos de vesiculas sdo bastante adequadas quando destinadas
a administragdao endovenosa. Podem ser obtidas pelo método de injegdo e por sonicagdo
(NEW, 1989 a).

1.2.1.3. Vesiculas Grandes Unilamelares (LUVS).

As LUVs possuem somente uma lamela lipidica e atingem didmetros na faixa de
0,1 pm a 1 pm. Devido ao tamanho, uma porcentagem alta de captura de fase aquosa
pode ser alcangada, em torno de 10 pL/pmol (YATVIN & LELKES, 1982). Assim,
grandes volumes de fase aquosa podem ser aprisionados no seu interior, sendo maior a
eficiéncia de encapsulagio, comparada as MLVs. Estas vesiculas sdo mais adequadas
para o encapsulamento de solutos hidrofilicos e macromoléculas (NEw, 1989 a). Uma

outra vantagem ¢ a economia de lipideos, resultando em maiores quantidades do soluto
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encapsulado por quantidade de lipideos (mg do farmaco/mg de lipideo). Outras

diferengas importantes entre LUVs e MLVs podem significar vantagens adicionais.

A Figura 3 representa os tipos de lipossomos de acordo com suas respectivas

lamelaridades e tamanhos.

Lipossomos
Lipideo

MLY (concéntrica)

(0,1 pm-10 pm)

— ' %, . L :/
i ~ A .
@MLV (ndo concéntrica)
Bicam ada
lipidica ‘

%%8 OLUV

(0,1 pm-1pm)

SUV
(0,025 um-0,05 um)

Figura 3. Representagio esquematica dos diferentes tipos de vesiculas: MLV (vesiculas
grandes multilamelares); LUV (vesicula grande unilamelar), SUV (vesicula

pequena unilamelar).
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Apés a preparagdo das vesiculas multilamelares pela hidratagdo do filme
lipidico seco, € possivel continuar processando os lipossomos para modificar seu
tamanho e também outras caracteristicas. Muitos métodos tém sido usados para reduzir
o tamanho das MLVs tais como: dispersio mecénica (sonicagio e extrusio),
microemulsificag@o e o uso de "French Pressure cell". Um segundo grupo de métodos é
usado para aumentar o volume de aprisionamento dos lipideos hidratados e/ou reduzir a
lamelaridade das vesiculas formadas, empregando procedimentos como: congelamento-
secagem, congelamento-descongelamento ou indugdo da vesiculagio por ions ou
alteracdo de pH (NEW, 1989 a). Tem-se ainda a técnica de dispersdo por solvente
(inje¢do), um método particular onde as vesiculas pequenas unilamelares (SUVs) s3o

obtidas diretamente, ndo originando iniciaimente as ML Vs.

1.2.3.1. Injegdo por solvente

O método envolvendo a técnica de injegdo baseia-se na metodologia descrita
por BATZRI & KORN (1973). Neste método ocorre a inje¢do rapida de uma solugdo
etanolica dos lipideos através de microseringas em uma solugéo salina aquosa contendo
o material a ser encapsulado. A forga da injegdo é geralmente suficiente para garantir
uma mistura completa, pois o etanol € diluido quase que instantaneamente na agua e as
moléculas de fosfolipideos estdo dispersas em todo o meio. Na interface entre a fase
orgénica e 0 meio aquoso, os lipideos se alinham em monocamadas, as quais formam as
bases para a metade da bicamada do lipossomo. Os métodos empregando dispersdao por
solvente se enquadram em trés categorias: (i) o solvente organico € miscivel com a fase
aquosa; (ii) o solvente orginico é imiscivel com a fase aquosa em excesso e (iii) o

solvente organico esta em excesso e € novamente imiscivel com a fase aquosa.

Estes procedimentos fornecem vesiculas pequenas unilamelares de didmetro

médio de 0,025 um (SUVs).
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1.2.3.2. Sonicagio.

O método da sonicagdo reduz as vesiculas lipidicas ao menor tamanho possivel
(SUVs). No geral, as vesiculas lipidicas hidratadas (suspensio das vesiculas
multilamelares obtidas inicialmente) sdo expostas a irradiagdo ultra-sdnica através do
uso de uma sonda ou ponta de titdnio ou por um banho desintegrador ultra-sdnico. A
ponta de titdnio € empregada para suspensdes que requerem alta energia num pequeno
volume, por exemplo, altas concentragdes de lipideos ou uma fase aquosa viscosa,
enquanto o banho € mais adequado para grandes volumes de lipideos diluidos. Durante
0 processo, € necessario que os lipideos sejam sonicados acima das suas temperaturas
de transig¢ao (Tc), pois a quebra das vesiculas ndo ocorre eficientemente abaixo desta
temperatura. Uma desvantagem é que residuos de titinio podem permanecer na
suspensao de lipossomos resultante, sendo necessario um método adicional para

separagao destes (NEW, 1989 a).

1.2.3.3. Extrusiao

Nesta técnica, a dispersio contendo vesiculas de diversos tamanhos passa
através de filtros de membrana de policarbonato com tamanho de poro definido, sob
altas pressdes de nitrogénio (100 a 800 psi) em um extrusor. Na pratica, a maioria dos
métodos de preparagio de vesiculas resultam em uma populagio razoavelmente
heterogénea, com uma maior populagdo na faixa de menor tamanho (SZOCKA &

PAPAHADIOPOULOS, 1980).

1.2.3.4. Congelamento-descongelamento.

Este método pode ser incorporado a técnica de preparo dos lipossomos, na fase
anterior 4 extrusio (DOWNING et al, 1993). O processo de congelamento-
descongelamento € usado para romper e reunir as vesiculas lipidicas hidratadas, ou seja,

os lipossomos rompem-se, fundem-se e aumentam significativamente em tamanho,
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tanto que seu volume de encapsulamento podera aumentar para 30% do volume total da
suspensdo. Estudos de microscopia eletronica mostraram que os lipossomos formados
sdo unilamelares (NEw, 1989 a). Este fato estd associado a grandes mudangas na

morfologia dos lipossomos, detectadas por microscopia eletrénica de cortes congelados.

1.2.3.5.Evaporagédo em Fase reversa.

Lipossomos preparados por este método foram desenvolvidos por SZOKA &
PAPAHADIJOPOULOUS (1978) empregando emulsSes agua/dleo. JA que o processo
envolve uma emuls3o a qual € o reverso da emulsdo padrdo 6leo/agua e também porque
0 NOvVO passo na preparagdo € a remog¢do do solvente da emulsdo por evaporagao, esta
técnica foi denominada Evaporagdo em Fase Reversa.

As vesiculas preparadas por esta técnica sio denominadas REVs e segundo os
autores, encapsulam uma alta porcentagem de fase aquosa. As vesiculas obtidas
apresentam um didmetro médio em torno de 0,5 um. Uma fragdo substancial de fase
aquosa (acima de 65% a baixa concentra¢io de sai) pode ser encapsulada nestas
vesiculas, podendo-se encapsular grandes macromoléculas com alta eficiéncia. E uma
técnica bastante simples, que apresenta vantagens Unicas para o encapsulamento de
materiais hidrossolaveis (SZOKA & PAPAHADJOPOUCLOS, 1978).

Primeiramente, os lipideos sao dissolvidos em solventes orgdnicos como o éter
dietilico, o éter diisopropilico ou misturas de solventes organicos tais como
diisopropiléter/ cloroférmio (1:1) ou fluorocarbonos de baixo ponto de ebuligio. O
material aquoso ¢é adicionado diretamente a esta mistura fosfolipideo/solvente. A razio
de fase aquosa para solvente orginico usada ¢ 1:3 para éter dietilico e 1:6 para éter
diisopropilico/cloroférmio. Em seguida, a preparagio ¢ sonicada em banho
termostatizado a temperatura entre 5 e 30° C, dependendo do material a ser
encapsulado, por breve periodo, formando uma emulsdo homogénea.

Os solventes orginicos sdo removidos por um procedimento que envolve dois
passos: evaporagdo a 200- 400 mmHg, até que a emulsdo se torne um gel. Nesta fase,
pode-se adicionar ou ndo um excesso de fase aquosa, o que ndo diminuira drasticamente

a porcentagem de encapsulagio do tampdo aquoso inicial mas sim o tempo requerido
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1.2.4. Métodos de Avaliagdo de Lipossomos.

Meétodos de caracterizag@o de lipossomos imediatamente apés sua preparagio e
também daqueles sob estocagem s3do requeridos para um controle de qualidade
adequado da formulagio. O comportamento dos lipossomos nos sistemas fisicos e
biolégicos ¢ determinado em grande extensdo por fatores como o tamanho, a
composi¢do quimica, a permeabilidade da membrana, a quantidade de solutos
encapsulados, e a qualidade e pureza dos materiais. Assim, ¢ importante obter-se todas
as informagdes possiveis com relagdo a estes pardmetros. Os métodos de caracterizagio
de lipossomos envolvem a analise quimica qualitativa e quantitativa dos seus
componentes antes e apOs sua produgio, bem como a caracterizagdo das propriedades
dos lipossomos formados, ou seja, o material encapsulado, a permeabilidade, a

lamelaridade e o tamanho das vesiculas (NEW, 1989 b).

O Quadro 1 apresenta alguns métodos analiticos mais utilizados na avaliagdo de

lipossomos.
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1.2.4.1. Purificagio de lipossomos.

Para o uso de lipossomos como sistemas de liberagdo, é necessario a completa
remogdo do farmaco ndo encapsulado. Se as vesiculas e o farmaco livre possuirem
diferencas de cargas liquidas, sugere-se a cromatografia de troca iénica para esta
finalidade. A técnica de wiltracentrifugagdo também é adequada para a remogio de
farmacos hidrossoliveis ndo encapsulados.

Entretanto, o método mais comum para a separagdo do farmaco ndo
encapsulado € a cromatografia de exclusdo em gel, Devido ao fato dos lipossomos
serem muito maiores que os materiais que neles sdo encapsulados, a separagdo do
material ndo incorporado pode ser feita com base na diferenga de tamanho por uma
coluna cromatografica de filtragio em gel. Sephadex G-50 ou G-75 sdo os materiais
mais utilizados para este tipo de separagdo. O gel de dextrano (Sephadex) ¢ um
polissacarideo com unidades de glicose, obtido por fermentagdo da sacarose. As
ligagdes sdo do tipo a-1-6 e as ramificagdes podem variar entre 1-2, 1-3 e 1-4
(ROTHSCHILD, 1995).

A cromatografia por exclusdo baseia-se em um processo puramente mecanico.
A fase estacionaria é uma matriz de composi¢do inerte com particulas de forma,
tamanho e porosidade uniformes. As moléculas da amostra sdo separadas porque as
menores sdo capazes de penetrar facilmente em todos os poros da fase estacionaria,
equilibrando-se com a fase mdvel, enquanto as maiores sdo excluidas de todos os poros,
passando entre os granulos acompanhando a fase movel intersticial. As moléculas com
tamanho intermedidrio migram com velocidades variaveis entre estes dois extremos,
sendo que possuem penetragio seletiva nos poros, entrando em alguns, mas ndo em
todos, e saindo da coluna em ordem relacionada ao seu tamanho efetivo (ROTHSCHILD,
1995).
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1.2.4.2. Microscopia de Luz Polarizada

Métodos microscopicos tém sido usados extensivamente para caracterizar
lipossomos, ndo somente em relagio ao tamanho, mas também a sua forma e i sua
estrutura. A microscopia de luz polarizada tem a vantagem de determinar a forma da
particula e, em algumas vezes, a multilamelaridade. A principal limitagio € a falta de
resolugdo abaixo de 0,5 pm (WOODLE & PAPAHADIJOPOULOS, 1989).

O microscopio de polarizagdo se distingue de um microscopio comum por
possuir um dispositivo para a produ¢do de luz polarizada em linha reta. “Polarizar” um
raio de luz ¢ dirigi-lo para uma sé diregdo. A principio, qualquer microscoépio comum
pode ser adaptado para produzir luz polarizada por meio de dois sistemas Opticos,
chamados respectivamente de polarizador e analisador. O polarizador é colocado no vio
do anel do condensador, abaixo da platina e acima do espelho; ou entdo troca-se o
condensador comum por um condensador de polarizagdo. O prisma analisador é
colocado sobre a ocular (BURCHEL, 1972).

Os filtros polarizantes consistem de bilhdes de cristais submicroscopicos em
uma unica dire¢do, de modo que a matriz do filme de acetato de celulose atua como um
cristal nico que orientara as ondas de luz numa unica diregado. Quando a orientagdo do
polarizador e analisador estdo em posigdo leste-oeste ou paralelos um ao outro, ondas de
luz emanam somente naquela dire¢3o e sdo chamadas polarizadas. Quando o analisador
¢ girado 90° ao eixo do polarizador, a luz polarizada € cancelada, o que chamamos de
extingdo, e resulta em um fundo escuro. Quando os polarizadores e os analisadores
estdo orientados a 90° um do outro, somente substancias que tem dois ou mais indices
refrativos aparecerdo luminosas ou coloridas e sdo chamadas anisofrépicas. Se uma
espécie nao influencia o raio de luz, permanecera invisivel e escura, e ¢ chamada
isotropica. Assim, o filtro polarizador é capaz de diferenciar espécies isotropicas €
anisotropicas e além disso, fornece um meio de obtengdo de contraste nas espécies
anisotropicas coloridas (SMITH, 1994). Para que substincias sejam visualizadas por
microscopia de luz polarizada é necessario, portanto, que apresentem a propriedade de
birrefringéncia. Esta, ¢ uma propriedade caracteristica de fase cristalina esmética
(lipossomos) e pode ser observada por microscopia de luz polarizada (BANGHAM et al.,
1965).
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a 90° no caminho do feixe € coletada por pequenas lentes e transmitida a um fotodiodo.
Este recebe os fotons de luz espalhada e as converte em pulsos elétricos, e estes podem
ser analisados e processados. As moléculas em movimento Browniano causam
flutua¢des na intensidade da luz espalhada, e esta flutuagdo apresenta uma escala de
tempo que esta relacionada a velocidade do movimento das moléculas, e entdo, ao seu
tamanho. Os fétons sdo coletados em canais e a analise destes dados (autocorrelagio)
produz o Coeficiente de Difusdo Translacional (DT). Uma vez determinado DT, o raio
hidrodindmico (RH) pode ser calculado usando a equag@o de Stokes-Einstein (NEW,
1989 b):

IRH= kb T/ 6 = n DT|

onde kb € a constante de Boltzman, T é a temperatura absoluta em Kelvin, n representa

a viscosidade do solvente e = 3,1416.

Ha equipamentos mais modernos atualmente, os quais podem medir o tamanho
de particulas com didmetros na faixa de 5 a 5000 nm, usando o método de

espectroscopia de correlagdo de fotons citada anteriormente.

(v) Outros: uma variedade de outros métodos tem sido usados para caracterizagdo de
tamanho dos lipossomos baseados sobre parimetros influenciados pelo tamanho, em
adi¢do a outras propriedades: NMR, potencial zeta, etc. Na maioria dos casos, a
dependéncia do método sobre tamanho varia e a extensio da influéncia de outros
pardmetros tornam os resultados incertos. Todavia, os resultados de cada um destes
métodos podem fornecer importante informagdo alternativa para uma completa

caracteriza¢3o dos lipossomos.
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1.3. Calorimetria exploratéria Diferencial (DSC)

Métodos térmicos de analise sdio técnicas que medem a mudanga das
propriedades fisicas ou quimicas de um material em fun¢do da temperatura, enquanto a
amostra € submetida a um programa de temperatura definido (FORD & TIMMINIS, 1989;
CLAS et al., 1999).

Em DSC, o calor requendo por uma amostra para manter uma elevagdo
constante na temperatura € relacionado a variagdo de temperatura. Em resumo, duas
pequenas cipsulas de aluminio sio comparadas, uma vazia ou contendo um material
inerte adequado, e outra contendo a amostra. Termosensores monitoram a temperatura
de cada cdpsula, ja que estas sdio aquecidas separadamente. O calor de entrada na
capsula contendo a amostra é ajustado para que a temperatura iguale aquela de
referéncia. Na temperatura de transi¢do de fase, um calor extra é requerido para manter
0 aumento na temperatura da capsula contendo a amostra igual aquela da referéncia.
Este fluxo de calor é registrado e fornece uma medida da quantidade de energia
absorvida ou envolvida na transigao particular (a integral sob a curva € igual & mudanga
de entalpia da transi¢do).

As técnicas de analise térmica, principalmente DSC, tem sido aplicadas no
estudo do comportamento térmico de lipossomos (BILTONEN & LICHTENBERG, 1993).
As mudangas nos principais parametros que podem ser medidos das curvas de DSC,
como por exemplo, a temperatura de transi¢do de fase dos lipossomos de gel para
liquido cristalino (Tc) e a mudanga de entalpia envolvida nesta transi¢do, sdo
indicadores sensiveis das altera¢des do empacotamento lipidico dentro da bicamada.

Frente a mudangas de temperatura, lipideos ou membranas lipidicas podem
existir em diferentes fases, e as transi¢des de uma fase a outra podem ser detectadas por
técnicas fisicas quando a temperatura é aumentada. A transi¢do de fase mais observada
€ aquela na qual os fosfolipideos e/ou lipideos passam de um estado altamente ordenado
"gel" ou fase "solida" para uma fase liquida cristalina a temperaturas elevadas, onde a
liberdade de movimento das moléculas individuais € maior. Assim, o método mais
usado para a determinagdo da temperatura de transigdo de fase (Tc) e as entalpias de
transi¢do (AH) destas transi¢des de fase é a Microcalorimetria ou DSC. A Anilise

Térmica tem desempenhado um importante papel na caracteriza¢do dos lipossomos,
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pois quando estes diferentes fosfolipideos ou lipideos estio arranjados em uma
configuracdo em bicamada (vesiculas ou lipossomos), estas transi¢des de fase
reversiveis e dependentes da temperatura (transi¢Ses térmicas) correspondem a fusio
dos lipideos que compde a estrutura lipossdmica. A importincia da Analise Térmica
neste tipo de preparagio € portanto, a caracterizagio do estado fisico da bicamada, o
qual afeta sua permeabilidade, o aprisionamento e a estabilidade do lipossomo.

Na analise de fosfolipideos e/ou lipideos, suas transi¢des ocorrem na realidade
em duas fases: a pré- transi¢@o e a transigdo principal. A pré-transi¢do, quando ocorre,
se da a poucos graus abaixo da transi¢do principal, e é causada pela rotagdo da porgio
cabega polar das moléculas ou a inclinagdo das cadeias de hidrocarbonetos (HC) antes
de ocorrer a fusdo. A pré-transigio é seguida pela transi¢@o principal, a qual representa
a maior transicdo e a mais importante, e é uma transformagio do estado gel para o
liquido-cristalino, resultado da desordem das configuragdes frans do estado gel para o
estado fluido, ou seja, fusdo das cadeias de hidrocarbonetos (NEw, 1989).

A inclusdo de agentes terapéuticos nos sistemas lipossémicos podem ter efeito
pronunciado sobre o comportamento das transicdes de fase dos lipideos e
consequentemente na fluidez da bicamada. Estes efeitos sao determinados pela posi¢io
do agente terapéutico na bicamada. Por exemplo, farmacos hidrofilicos, como ficam
localizados preferencialmente nos compartimentos aquosos entre as bicamadas de
lipideos ou no nucleo aquoso interno do lipossomo, sdo improvaveis de perturbar a
organizagdo das moléculas lipidicas constituintes das bicamadas. Por outro lado,
farmacos lipofilicos interagem com as bicamadas e perturbam sua organizagio. A
organizagio das bicamadas pode deste modo ser avaliada pelas curvas de DSC, as quais
se tornam Uteis na avaliagdo das interagdes farmaco- lipideo nos lipossomos (TAYLOR &
MORRIS, 1995).

1.4. Lipossomos como sistemas de liberacio de firmacos na pele.

As formulagdes lipossdmicas contendo farmacos tém se mostrado vantajosas

especialmente para uso tOpico, quando comparadas as formas farmacéuticas

convencionais. A potencialidade dos lipossomos como sistemas de liberagdo de
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farmacos na pele baseia-se nos seguintes fatores (EGBARIA E WEINER, 1993; SHARMA &
SHARMA, 1997): (i) Os veiculos convencionais n3o sdo eficientes para liberar seus
principios ativos na pele visto que nio podem penetrar na camada cornea. As bicamadas
dos lipossomos, por outro lado, interagem mais eficientemente na pele; (ii) a
incorporagdo lipossdmica de firmacos que penetram prontamente na pele, resultam em
uma diminuigdo da absorgdo sistémica, quando comparado & aplicagio tdpica usando
veiculos convencionais; (iii) a deposi¢do de lipossomos no estrato cdérneo, resultando
em um substancial efeito reservatério e; (iv) os lipossomos podem ser atoxicos,
biodegradaveis e preparados em larga escala. A retengdo das vesiculas carreadoras de
farmacos no sitio de aplicagdo é acompanhada por uma diminui¢gdo do acimulo do
mesmo nas areas ndo alvo. Ou seja, se o farmaco é mais retido no sitio de agdo topico,

outros orgdos serdo menos atingidos, diminuindo assim a toxicidade.

Devido as suas vantagens, os lipossomos tém sido propostos por varios autores
como sistemas de liberagdo de farmacos (FOLDVARI, 1991; BONINA et al.,1995; VEMURI
& RHODES, 1995; REDI, 1997). As caracteristicas estruturais dos sistemas lipossémicos
ja sdo bem conhecidas (vesiculas uni- e multilamelares), bem como sua capacidade de
aprisionar substdncias de diferentes solubilidades. O fato das membranas destas
vesiculas serem estruturalmente semelhantes as membranas biologicas (bicamada
lipidica) pode facilitar, de certa forma, a penetragio de farmacos encapsulados nos
tecidos.

Em 1980, introduziu-se a primeira preparagdo lipossdmica no comércio, ©
antifungico "Pevaryl Lipogel", que continha 1% de econazol. Dentre a grande variedade
de candidatos adequados para encapsulagdo em lipossomos para aplicagdo tdpica, como
os antifingicos, os antibioticos, os desinfetantes, e os imunossupressores, trés grupos de
farmacos merecem destaque: 0Os corticosterdides para o tratamento de eczema atopico
(KORTING et al., 1991), os retindides como tretnoina para o tratamento da acne € os
anestésicos locais como lidocaina e tetracaina (GESZTES & MEZEI, 1988).

Em uma série de trabalhos, MEZEI & GULASEKHARAM (1980, 1982) relataram a
aplicagdo topica de corticosterdides tais como triancinolona acetonida em lipossomos
resultando numa concentragio do farmaco na epiderme quatro vezes maior que aquela

obtida usando um outro veiculo (pomada ou solug¢do), enquanto a excregdo urinaria € a
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absor¢do sistémica do mesmo foi diminuida. Além disto, os efeitos colaterais podem ser
diminuidos nesta forma de administra¢do, o que significa uma grande vantagem em
relacdo a outras vias. Estes resultados sugeriram o potencial dos lipossomos como
sistema de liberagdo de firmacos para aplicacdo topica.

Um outro campo promissor para a aplicacdo tOpica de preparagdes
lipossdmicas é o tratamento de ciancer de pele. YAROSH et al. (1994), investigaram o
efeito dos lipossomos contendo enzimas reparadoras de DNA in vifro e in vivo em ratos.
Os autores verificaram que os lipossomos podem liberar as proteinas encapsuladas, nas
células da pele, levando a uma redu¢io do cincer de pele induzido pela radiagio UV.
Estudos recentes, realizados em humanos demonstraram um aumento no efeito
reparador de DNA em pacientes com xeroderma pigmentoso ou cincer de pele
(YAROSHet al., 1999).

1.4.1. Lipideos do estrato comeo (EC).

Os lipideos intercelulares que envolvem os corneocitos constituem a principal
via de difusio de farmacos através do EC (ROUGIER et al., 1985; KNUTSON 1985,
IMOKAWA et al., 1991). As células epiteliais possuem como fungdo principal a produgdo
de camadas de células mortas que atuam como barreira a agua e a outras substéncias e,
os lipideos neutros do EC apresentam um papel importante nesta fun¢do de barreira
(SWARTZENDRUBER et al., 1989; ELIAS, 1991). Os lipideos da pele sio organizados em
estruturas lamelares. Algumas moléculas de d4gua podem estar incorporadas nas regides
interlamelares entre os principais grupos hidrofilicos dos lipideos. Como resultado desta
estrutura dos lipideos da pele, alternam-se dominios hidrofilicos e lipofilicos, formando-
se, assim, caminhos para que os farmacos penetrem no EC. (Figura 6b) (JUNGINGER et
al., 1992).
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Figura 7. Representagio dos diferentes tipos de ceramidas e estruturas lipidicas
encontradas no EC. As respectivas porcentagens em peso de cada lipideo

estdo descritas entre parénteses (WERTZ, 1996).

Os sistemas lipossomais, de composicdo lipidica semelhante ao do EC, tém
sido objeto de estudo de varios pesquisadores quando se pretende veicular farmacos na
pele (WERTZ et al., 1986; ABRAHAM et al., 1988; WOLF & RIEGER, 1993; LASCH et al.,
1998). A penetragdo das vesiculas lipossomicas na pele depende das caracteristicas
fisico-quimicas dos lipideos que estas sdo formadas. Os lipide'os do EC previamente
descritos, estdo arranjados em estrutura de bicamadas que preenchem espagos
intercelulares no EC. A similaridade dos lipideos constituintes dos lipossomos, com os

lipideos do estrato comeo é um fator que determina uma maior interagdo formulagao-






36

intervalos de tempo selecionados, aliquotas do fluido receptor sio removidas e
analisadas quanto ao conteudo de farmaco permeado.

Os estudos de liberag3o in vitro aproximam-se mais das condi¢des in vivo
quando se utilizam sistemas com membranas. Devido as amostras de pele humana
serem de dificil obtengdo e variarem quanto a sua permeabilidade, muitos pesquisadores
empregam outros materiais para simula-la. A membrana de acetato de celulose tem sido
utilizada como uma membrana com caracteristicas hidréfilas em células de difusdo para
estudos de liberagdo in vitro. Dentre as membranas de origem natural, a pele humana é
insubstituivel nos estudos de penetragdo e permea¢do cutinea. Entretanto, devido as
dificuldades na aquisi¢do desta membrana, as peles de animais como ratos (HADGRAFT
& BEUTNER, 1993), camundongos com e sem pélo (GHOSH et al., 1993) coelhos (DE
Vos et al., 1991) cobaias e cricetos (SURBER et al., 1991), porcos (SATO et al., 1991),
cdes sem pélo (REIFENRATH et al.,, 1984), macacos (SURBER et al., 1991), tém sido
empregadas como membranas naturais. A pele humana pode ser obtida pela dissecagio
de cadaveres e em cirurgias (ROY et al., 1994).

A pele de camundongo sem pélo € utilizada em alguns estudos e apresenta-se
adequada para substituir a pele humana (DURRHEM et al., 1980). No entanto, a
utilizacdo de pele de camundongo sem pélo em estudos in vitro de absorgdo cutinea,
deve ser feita de maneira cautelosa, uma vez que, este tecido parece ser susceptivel a
algumas altera¢des quando comparados com a pele de cadaver humano. O aumento da
permeabilidade da camada comea da pele desses animais pode ocorrer devido a
excessiva hidratagdo, ao tratamento com acetona e com promotores de penetragio.
Quanto a hidratagdo, a permeabilidade é aumentada, em relagdo a pele humana, somente
apos dois dias de experimento. Até este periodo, a pele de camundongo sem pélo pode
ser empregada assegurando-se uma boa semelhanga com a pele humana (BOND &
BARRY, 1985).

1.6.Determinacio quantitativa do S-ALA

A Fluorimetria é um método fotométrico que se aplica a substincias

fluorescentes. Chamam- se assim as substincias capazes de absorver radiagdo de curto
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comprimento de onda (ultravioleta) e entdo emitir radiagio de maior comprimento de
onda (visivel). Uma espécie fluorescente emite seu espectro de fluorescéncia apos
absorver radiagdo em alguma parte dentro do seu espectro de excita¢do. A distribui¢do
espectral da radiagdo de fluorescéncia € uma caracteristica da substincia fluorescente,
que pode ser utilizada com fins qualitativos. A Fluorimetria quantitativa baseia-se
portanto na medida da intensidade da fluorescéncia, sendo a magnitude da fluorescéncia
total depende da concentragdo da espécie fluorescente na solugdo. De acordo com a Lei
de Beer, a absorbancia é diretamente proporcional a concentragdo. Assim, para solu¢des
muito diluidas (algumas partes por milhdo ou menos), a intensidade da fluorescéncia é
proporcional a4 concentragdo. A intensidade de fluorescéncia pode ser representada
graficamente em fungdo da concentragdo. A relag¢do linear € valida dentro de uma faixa
consideravel de concentra¢gdes (OHLEILER, 1974).

Durante o processo de excitagdo, a maior parte das moléculas afetadas adquire
energia vibracional e também eletrénica. Sua principal tendéncia é passar para estados
vibracionais inferiores através de colisGes. Se essa perda de energia cessar em um nivel
eletrénico excitado, as moléculas estardo aptas a voltarem diretamente ao seu estado
fundamental pela radiagdo de um quantum de energia (fluorescéncia). A molécula pode
parar em qualquer estado vibracional do nivel fundamental, € o espectro de
fluorescéncia consiste geralmente em varias linhas, principalmente na regido visivel.
Entre as moléculas organicas, apresentam fluorescéncia as que tém estruturas grandes,
rigidas, multiciclicas (EWING, 1980). O fen6meno da fluorescéncia é uma emisséo de
vida curta que durade 10®%a 107 s,

Os instrumentos para a medida da fluorescéncia com detectores fotossensiveis
sio chamados fluorimetros, os quais dividem-se em fluorimetros de filtro e
espectrofluorimetros (OHLEILER, 1974).

Os compostos ndo- fluorescentes podem ser convertidos em moléculas
altamente fluorescentes através de reagdes de derivagdo (DAY & UNDERWOOD, 1991) e
assim serem analisados e quantificados por Fluorimetria. Devido ao fato da molécula de
5-ALA ndo possuir fluorescéncia, para que este possa ser quantificado por esta técnica ,
¢ necessario converté-lo em um composto fluorescente através de uma reacdo de
derivagdo. A reagio de derivagio de S5-ALA foi primeiramente introduzida por

OKAYAMA et al (1990). O derivado fluorescente de 5-ALA, formado pela mistura do
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reagente de acetilacetona, formaldeido e 5-ALA, foi identificado por KATWARA et al
(1993), como sendo 2,6-diacetil-1,5-dimetil-7-(2-carboxietil)-3H-pirrolizina. Os
valores de A de excitagdo e de emissdo para o derivado fluorescente de 5-ALA sdo

respectivamente 370 nm e 460 nm (TOMOKUNI et al., 1993; OISHI et al., 1996).
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3.1. Material
3.1.1.Solventes, Reagentes e Matérias-primas.

Acido 5- aminolevulinico (Cloridrato, CsH;cCINOs, mol 167,6)- SIGMA
Acetato de sodio anidro, P.A (MERCK)

TRIS (Tns[hidroximetil] aminometano), PA (SIGMA)

EDTA dissodico, PA (SIGMA)
NaCl, PA (SIGMA)

Formaldeido 37% (MERCK)

Acetilacetona, grau reagente (VETEC)

Dietiléter, grau reagente (CARLO ERBA)

Ceramidas - origem Holanda- (GALENA)

Acido palmitico, PA (SIGMA)

Sulfato de colesterila- sal sodico, PA (SIGMA)

Colesterol, PA (EASTMAN ORGANIC CHEMICALS)

Cloroférmio grau cromatografico (MERCK)

Etanol grau espectroscopico (MERCK)

Metanol grau cromatografico (MERCK)

Resina Sephadex G-75 grau médio (PHARMACIA BIOTEC DO BRASIL LTDA)
Blue dextrana, PA (SIGMA)

Membranas de policarbonato de poros de didametro 5,0 um; 1,0 um (COSTAR)
Membrana de policarbonato 25 mm espessura (NUCLEOPORE ®)

vV V VV V V V V V V V VYV V V V V V VY

3.1.2. Equipamentos e acessorios

> Extrusor capacidade de 10 mL- (LIPEX), ligado a um banho de agua circulante
com controle de temperatura digital POLYSCIENCE e a uma fonte de gas
nitrogénio sob alta pressio (WHITE MARTINS)

> Espectrofotometro HITACHI U 2000 equipado com cubetas de quartzo com lcm?

de caminho éptico
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Espectrofluorimetro HITACHI F 4500
Banho de aquecimento (0 a 120° C) QUIMIS

Agitador magnético modelo PC-420 (CORNING)

Agitador de tubos- PHOENIX- modelo AP56

Balanga analitica modelo A-200 DS (DENVER INSTRUMENTS COMPANY)
Coletor de fragoes LKB BROMMA modelo 2112 Redirac

Cronémetro digital
Bomba a vacuo- MARCONI- modelo MA 058

Coluna Cromatografica de vidro (1,5 cm x 67 cm)

Rotaevaporador modelo R-124 equipado com banho de agua termostatizado
(BUCHI)

Equipamento para espalhamento dindmico de luz: fonte de luz laser He-Ne, 633 nm
SYSTEM 4700 (MALVERN INSTRUMENTS)

Microscépio Optico equipado com filtro de luz polarizada (ZEISS)

Equipamento para dissolu¢do com 7 cubas (SOTAX AT 7), acoplado a um banho
termostatizado com circulagio de agua- WEB MLW- Piirfgerate- WERK, com
cubas de plastico com capacidade de 1000mL.

Homogeneizador de tecidos -Turrax- MARCONI- modelo MA102
Calorimetro Exploratorio Diferencial (SHIMADZU- DSC-50- Differential Scanning
Calorimetry)

Sistema de refrigeragio controlada para Calorimetro Exploratério Diferencial
(TCA-50- Thermal Analysis Autocooling Control).
Capsulas de aluminio utilizadas para anilise no Calorimetro Diferencial de
Varredura

Banho sonicador modelo 1210 (BRANSON)

Micropipetas automaticas ajustaveis de 1,0 a 100,0 uL, 100 a 1000 pL. e 1,0 a 10
mL- SIGMA

Vidraria ambar

Tesoura e pinga para dissecagido

Luvas cinirgicas



3.1.3. Animais de Laboratorio

» Camundongos sem pélo, machos, com quatro a seis semanas de idade, linhagem
HRS/J. Laboratorios Jackson, BarHarbor, ME.

3.2. Métodos

3.2.1. Padronizagdo da metodologia analitica para a quantificagdo do 5-ALA por

Fluorimetria.

3.2.1.1. Reagdo de Derivagdo (OISHI et al., 1996)

A reagdo de derivagdio ¢ uma modificagdo da reacdo de Hantzsch, na qual
compostos aminicos reagem com acetilacetona e formaldeido. Em tubos de ensaio
adicionaram-se 3,5 mL de reagente de acetilacetona, 0,45 mL de uma solugdo aquosa de
formaldeido a 10% e 50,0 uL da amostra ou da solugdo padrao. A mistura foi agitada
em agitador de tubos por aproximadamente 3 segundos seguida de aquecimento em
banho de agua fervente por 15 minutos. Apds este periodo, os tubos foram resfriados
em banho de gelo e mantidos ao abrigo da luz até a leitura em Espectrofluorimetro em

um A de excita¢do 370 nm e A de emissdo= 460 nm.

Preparacdo do reagente de acetilacetona: foram misturados 15,0 mL de acetilacetona,
10,0 mL de etanol e 75,0 mL de agua destilada, mediante agitagdo e, em seguida,

procedeu-se a estocagem ao abrigo da luz.

Preparacgio da solugdo de formaldeido 10% (v/v): esta solugdo foi preparada diluindo-se

3,7 vezes o reagente quimico (37% v/v) em agua destilada. A solugdo foi estocada ao

abrigo da luz.
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3.2.1.2. Obtengio da curva padrio do 5-ALA

Preparou-se uma solugdo estoque de 5-ALA na concentragdo de 200 pg/mL.
Em baldo volumétrico de 25 mL, foram dissolvidos 6,4 mg de 5-ALA e o volume foi
completado com agua destilada. A partir desta solugdo estoque, uma curva padrio foi
obtida, na faixa de 0,1 a 5,0 pg/mL.

Assim, foram feitas dilui¢des da solug@o estoque com agua destilada, de modo
que resultasse nas seguintes concentragbes de 5-ALA: 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 3,0 e §
(ug/mL).

Aliquotas de 50,0 pL de cada dilui¢do foram transferidas para tubos de ensaio
admbar com tampa esmerilada e procedeu-se a rea¢do de derivagdo descrita no iten
3.2.1.1.

A curva padrio foi obtida relacionando-se as concentra¢des de 5S-ALA (ug/mL)

nas abscissas (eixo x) e as intensidades de fluorescéncia nas ordenadas (eixo y).

3.2.2. Obtengdo dos lipossomos de lipideos do estrato corneo (EC).

3.22.1. Obtengdo dos lipossomos por técnica de congelamento-descongelamento

(LUVETsS) seguido por extrusio.

Foram obtidos lipossomos pelo método da extrusdo, baseando-se na
composi¢do lipidica representativa do EC, proposta por DOWNING et al (1993):
ceramidas (50%), colesterol (28%), acido palmitico (17%) e sulfato de colesterila (5%).
A mustura lipidica foi preparada de modo que resultasse numa concentrag@o final de 5
mg de lipideos/ mL de lipossomos. O antioxidante a- tocoferol também foi incluido na
preparag3o, utilizado a 1 mol % em relagdo a mistura de lipideos.

Assim, quantidades apropriadas dos lipideos individuais foram pesadas para
produzir 10 ml da preparagdo e dissolvidas em um pequeno volume de uma mistura de
cloroformio: metanol (2:1). Em seguida, a solug@o obtida foi transferida para um baldo

volumétrico de 10,0 ml, e submetido & secagem sob corrente de nitrogénio. O residuo



obtido foi colocado em dessecador sob vacuo por 15 minutos para a retirada de qualquer
traco de solvente.

O volume do balio foi entdo completado para 10 mL com tampio TRIS-EDTA
(100 mM NaCl, 5 mM de TRIS e ImM de EDTA, pH 7,5) a temperatura ambiente. Em
seguida, o baldo foi aquecido em banho de agua a 70° C por 3 minutos e congelado em
solugdo refrigerante de gelo seco e acetona. Este ciclo de congelamento-
descongelamento foi repetido por 5 vezes.

Apés o ultimo degelo da preparagio, esta foi submetida i extrusio,
primeiramente usando membrana de poros de 5 um (por 2 vezes) e em seguida por
membrana de poro de 1 um (por 7 vezes).

Uma amostra da preparagio foi usada para a obtengio do espectro de absorgdo
em espectrofotometro, na faixa de comprimento de onda de 200 nm a 600 nm. O pico
maximo de absor¢io da preparagio foi observado no comprimento de onda de 246 nm.

A preparacio resultante apresentou-se levemente turva.

3.222. Obtengdo dos lipossomos pela técnica de fase reversa (REVs).

A mesma composi¢do lipidica descrita anteriormente foi empregada para a
obten¢do de lipossomos pela técnica de evaporagdo em fase reversa, seguindo a
metodologia proposta por SZOCKA & PAPAHADJOPOULOS (1978). Os lipideos foram
pesados de modo que resultasse numa concentragdo total de lipideos de 5Smg/mL em
tamp3o acetato de sédio 100 mM, pH 5,0. O tampdo acetato de sodio em pH 5,0 foi
empregado devido fornecer um meio mais adequado para a estabilidade de 5-ALA (DE
ROsA, 1999).

O antioxidante a- tocoferol também foi incluido na preparagdo, utilizado a 1
mol % em relagdo a mistura de lipideos. As quantidades apropriadas de cada lipideo
foram pesadas para obter 5,0 mL de prepara¢do e dissolvidas em 30,0 mL de uma
mistura de éter dietilico com cloroférmio (1:1) em um frasco apropriado com
capacidade para 50 mL. Para auxiliar a dissolugio da mistura, o frasco foi submetido

por alguns minutos a sonica¢do, com temperatura entre 5-10° C,
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A fase aquosa do sistema lipossomal consistiu de um ‘"gel” de
hidroxietilcelulose (HEC). A dispersdo do polimero de hidroxietilcelulose a 0,15% ao
tamp3o foi realizada a temperatura de 70°C e sob agitac@o, até que todo polimero fosse
disperso. Apos o resfriamento, foi obtido o "gel" de HEC que foi empregado como fase
aquosa do sistema. O objetivo desta adi¢do foi aumentar a viscosidade da fase aquosa,
retardando assim a difusio do farmaco neste meio e, consequentemente O seu
extravasamento das vesiculas.

Assim, apos a completa dissolugdo da mistura lipidica na fase orgénica, esta foi
adicionada de 5 mL da fase aquosa do sistema. A rela¢gio de fase aquosa para fase
orgénica foi 1:6. Para a obtengio de lipossomos contendo 5-ALA, este foi incorporado
anteriormente na fase aquosa do sistema, de modo a obter uma relagdo farmaco: lipideos
de 1:3 (8000 pg de 5-ALA).

Em seguida, o sistema obtido foi submetido a banho sonicador com
temperatura entre 5-10°C por pelo menos 30 minutos, ou até a completa emulsificagdo
das duas fases, ndo sendo verificada separa¢cdo de fases. A emulsdio foi levada ao
rotaevaporador a 200 rpm, com temperatura controlada entre 20-25° C, com pressédo
parcial (200 a 400 mmHg), até se notar a formagao de um gel, ou pelo menos, até que a
preparacdo tenha se tormado mais viscosa. Nesta fase, o frasco foi retirado do
rotaevaporador e agitado rapidamente em vortex afim de quebrar o gel formado. Em
seguida, o frasco retornou ao rotaevaporador agora com presséo total (=700 mmHg) por
mais 5 minutos a 200 rpm e temperatura entre 20-25° C, quando foi observada a
formagdo de uma dispersdo homogénea.

Como ao final do procedimento o volume da preparagdo resultou em menos de
5 mL, este volume foi completado com o tampéo acetato de sddio 100 mM, pH 5,0
contendo 0,15% de HEC. Esta preparagdo apresentou-se turva. Em seguida, a
preparag¢do foi aquecida em banho de dgua a 70° C por 15 minutos. Seguindo a
metodologia de SZOKA & PAPAHADIOPOULOS (1980), esta preparagio foi entdo
submetida a extrusdo a 70°C (banho termostatizado ligado ao extrusor) com membranas
de 5 um (por 2 vezes) e de 1 um por (por 7 vezes). A preparagio extrusada apresentou-

se menos turva que antes da extrusio.
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3.2.3. Avaliagio dos Lipossomos obtidos.

3.2.3.1. Caracterizagio dos lipossomos vazios (LUVETSs e REVs) por cromatografia de

exclusio em gel.

Primeiramente foi feita a hidratagdo de 20 g da resina Sephadex G-75 (grau
médio) em cerca de 1,8 L de agua destilada, previamente fervida, ainda quente,
adicionando-se a resina aos poucos € misturando-se lentamente. A resina ja hidratada
permaneceu em repouso por um periodo de 24 horas. Em seguida, toda agua foi retirada
com o auxilio de uma bomba de vacuo, e entdo foram adicionados 500 mL do tampio
acetato de sddio, 100 mM, pH 5,0.

Misturou-se vagarosamente, € passou-se a mistura para um kitassato ligado a
uma bomba de vacuo a fim de desgaseificar a mistura por pelo menos 30 minutos. Esta
preparagao foi acondicionada em uma coluna de vidro de dimensdes 1,5 cm x 67 cm,
ligada a um coletor de fragdes e a um funil de separa¢do contendo o tampdo acetato de
sodio, 100 mM, pH 5,0. O fluxo do tampao foi fixado em 0,3 ml/minuto. Em seguida,
determinou-se o volume morto (Vy) da coluna. O V) representa o volume da fase
moével nos intersticios de uma coluna recheada, ou nos espagos vazios em colunas
contendo a.fase estacionaria somente recobrindo as paredes. Ou seja, representa o
volume de fase movel necessiria para eluir um componente nio retido.

Para a determinagio do Vyu da coluna, 1,0 mL de uma solugdo de Blue
dextrana, na concentra¢do de 2,0 mg/mL em tamp3o acetato de sodio 100 mM, pH 5,0
foi aplicado na coluna. Apds a coleta das fragdes da coluna (14 fragdes), estas foram
submetidas a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
maxima absor¢do da Blue dextrana, ou seja, a 650 nm. Com estas leituras de
absorbancias foi construido um grafico, relacionando as fragdes coletadas da coluna
com as respectivas absorbancias, bem como a determinag¢do do volume morto da coluna
que se deseja obter. Apds isto, a coluna foi lavada com tampdo acetato de sodio, 100

mM, pH 5,0 por uma noite.

Mediu-se 1,0 mL de cada preparagio de lipossomos vazios obtida pelos

métodos descritos nos itens 3.2.2.1 e 3.2.2.2 e estas foram aplicadas na coluna de
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Sephadex G-75 e eluidas com tampao TRIS-EDTA pH 7,5 e acetato de sodio 100 mM
pH 5,0 respectivamente. Ap6s a coleta das fragdes, tragou-se espectros de absorgdo de
cada fragdo, na regido de 190 nm a 600 nm, para determinar o A de maior absor¢io das
fragdes. Deste modo, pode-se saber em quais fragdes os lipossomos preparados pelas

técnicas de congelamento-descongelamento e pela técnica de fase reversa s3o eluidos da

coluna.
Com estes dados, foram construidos graficos que relacionam as fragdes de

lipossomos vazios eluidos da coluna (n° de tubos) e suas respectivas absorbancias.

3.2.3.2. Caracterizagio dos lipossomos contendo 5-ALA (REVs) por cromatografia de

exclusdo em gel.

a) Cromatografia de exclusiao do 5-ALA em tampao.

Uma aliquota de 1,0 mL da solugdo de 5-ALA (1600 ug/mL) foi aplicada na
coluna e apés a coleta das fragdes, aliquotas de 50,0 pl foram analisadas quanto a
presenga de 5-ALLA por reagdo de derivagdo seguida por Espectrofluorimetria (item
3.2.1.1). Os dados obtidos foram relacionados em fra¢des de 5-AL A eluidas da coluna
(n° de tubos) em fun¢do das intensidades de fluorescéncia a 460 nm. O experimento foi

realizado em duplicata.

b) Cromatografia de exclusdo de lipossomos (REVs) contendo 5-ALA.

Uma aliquota de 1,0 mL da preparagio de lipossomos contendo 5-ALA (1600
pg/mL), obtida conforme descrito no iten 3.2.2.2, foi aplicado em coluna de Sephadex
G-75 e eluido com tampio acetato de sodio, 100 mM, pH 5,0.

Apds a coleta das fragSes, as fragdes lipossomicas (fracdes de 7 a 13) ¢ as
correspondentes ao 5-ALA livre (fragées de 17 a 30) foram diluidas apropriadamente
para a quantificagdo utilizando a curva padrio descrita no item 3.2.1.2; em seguida
foram submetidas a quantificagdo do 5-ALA por Espectrofluorimetria (item 3.2.1.1),

utilizando-se 50 pL das dilui¢des. No caso das fragdes lipossdmicas, um volume
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apropriado de etanol foi adicionado para a solubiliza¢io das vesiculas antes da referida

quantificagdo.

¢) Determinagdo do volume de etanol para a solubilizagdo das vesiculas lipossémicas.

ApoOs a coleta das fragGes de lipossomos vazios da coluna (REVs), obtidas no
item 3.2.3.1, determinou-se a fra¢do de maior leitura de absorbincia no comprimento de
onda de 246 nm. Assim, no caso de REVs, a fragdo de maior absorbincia (fragdo 8) foi
utilizada na determinag¢do do volume de etanol necessario para solubilizar as vesiculas
formadas.

Uma aliquota de 1,0 mL desta fragédo foi utilizada, e a cada adigdo de 200 puL
de etanol absoluto, foi medida a absorbincia em Espectrofotémetro HITACHI U 2000.
A partir desses dados foi obtido um grafico que relaciona volume de etanol adicionado e

a leitura da absorbancia a 246 nm.

3.2.3.3. Microscopia de Luz Polarizada.

Gotas da preparagio de lipossomos vazios (5 mg de lipideos/mlL) obtidas
conforme descrito no item 3.2.2.2 foram colocadas diretamente sobre uma lamina de
microscopico € cobertas com uma laminula. Em seguida, procedeu-se a observagio
direta em microscopio optico equipado com um filtro polarizador. A formagdo das
vesiculas foi verificada pela visualizagdo de cruzes Malteses entre as por¢des polares.
As imagens visualizadas foram fotografadas através de sistema fotografico acoplado ao

microscopio.

3.2.3.4. Determinagido do tamanho das vesiculas por Espalhamento Dindmico da

Luz.

A anilise do tamanho das vesiculas foi realizada usando a técnica de
espalhamento de luz laser: espectroscopia de comelagio de fotons (PCS-

Photocorrelation Spectroscopy) com um aparelho System 4700 (Malvern), utilizando
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um correlator com 64 canais. O equipamento utiliza uma fonte de luz laser de He-Ne (A
de 633 nm).
As condigdes experimentais foram:
Angulo de espalhamento: 90°
Temperatura: 25°C
Comprimento de onda do laser: 633 nm
Viscosidade: 0,89 cps
Intervalo de tempo (T): 5 a 980 ps ‘

vV V.V V VvV V¥V

Indice de refracdo: 1,33

Utilizou-se para a analise uma célula de quartzo, previamente lavada com
tampdo acetato de sdédio 100 mM pH 5,0. A célula contendo o mesmo tampao recebeu
aliquotas das amostras. A temperatura de analise do material foi de 25°C. Os dados
obtidos da analise foram processados por um computador, obtendo-se um grafico que
relaciona o didmetro (nm ou pm) com a porcentagem das espécies relacionadas a este

tamanho.

3.24. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
3.2.4.1. Obtengdo dos filmes lipidicos para analise de DSC.

Foram obtidos dois filmes lipidicos, ou seja, filmes compostos pela mistura dos
lipideos contendo ou ndo o farmaco 5-ALA. Quantidades apropriadas de uma mistura
lipidica composta por ceramidas (50%), colesterol (28%), acido palmitico (17%) e
sulfato de colesterila (5%) foram pesadas, dissolvidas em uma mistura de solventes
organicos composta por cloroformio: metanol (2:1), colocadas em tubo de ensaio e
levada a um banho sonicador com temperatura entre 5 € 10 °C por 15 minutos a fim de
dissolver toda a mistura. Quando o farmaco S-ALA foi adicionado & mistura lipidica, a
proporgdo de fiarmaco: lipideos foi de 1:3. Os filmes de lipideos individuais também

foram obtidos.
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Apos completa dissolugdo da mistura lipidica, o solvente organico foi retirado
por evaporagio sob corrente de nitrogénio, até completa secagem e obtengdo de um
filme lipidico nas paredes do recipiente. Em seguida, o filme obtido foi removido das
paredes dos recipientes, colocados em placas de Petri e, em seguida, em dessecador a
Vvacuo para garantir que as amostras permanecessem secas até o0 momento da analise.

Os lipideos individuais componentes da mistura também foram submetidos a
analise de DSC, para posterior comparagio dos perfis térmicos.

Antes da analise por DSC, todas as amostras (lipideos individuais e mistura
lipidica com e sem 5-ALA) foram pesadas e seladas separadamente em capsulas de
aluminio apropriadas. Em seguida, as amostras foram submetidas a analise de DSC
utilizando-se um equipamento de DSC-50 de fluxo de calor (SHIMADZU), equipado
com uma jaqueta de resfriamento por gas nitrogénio liquido & uma razio de 50,0
mL/min, de modo a produzir um ambiente inerte dentro do forno. A calibragio do
equipamento foi realizada com indio (99,99%).

Assim, as amostras foram aquecidas, na faixa de temperatura de 5 a 110°C, a
uma razdo de 5°C/min. A capsula de referéncia estava vazia para comparagdo com a
amostra. Ap6s o primeiro aquecimento, cada amostra foi resfriada até 5°C e em seguida
aquecida novamente até 110°C para a obtengdo da segunda curva de aquecimento. As
curvas de aquecimento e resfriamento das amostras foram registradas em um
microcomputador acoplado ao equipamento de DSC, obtendo-se os respectivos perfis
térmicos de aquecimento e resfriamento. Por tratamento dos dados; o calculo da integral
sob a curva forneceu a mudanga de entalpia envolvida nas transi¢des de fase de cada

amostra.

3.2.5. Estudos in vitro de permeagio e retengao cutaneas.

Para o experimento de permeagao e retengdo in vitro, foi utilizada a preparagio
de lipossomos obtidos pela técnica de fase reversa descrita no item 3.2.2.2,, onde a
concentragdo lipidica utilizada foi de 5 mg de lipideos/mL de lipossomos e a

concentragio de 5-ALA incorporado foi de 1600 pg/mL de lipossomos.
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Foram empregadas a metodologia e as células de difusdao padronizadas por
BENTLEY (1994). O equipamento possui um banho termostatizado onde estdo submersas
7 cubas, no interior das quais foi montado um suporte para fixagdo das membranas. No
interior de cada cuba foram colocados 300 mL de tampdo acetato de soédio 100 mM pH
5,0 como meio de dissolugdo, mantido a temperatura de 37°C, por um banho de agua.

Como suporte foram utilizados tubos cilindricos de vidro, fixando em sua
extremidade inferior a pele animal (camundongo sem pélo), recentemente dissecadas,
sendo que o lado inferior da pele ficou em contato com a solugio receptora (Figura 8).

Uma aliquota de 2,0 mL da preparagdo de lipossomos contendo 5-ALA e 2,0
mL da solugio de 5-ALA em tampdo acetato de sédio pH 5,0 contendo 0,15% de HEC
foram aplicadas sobre a membrana animal fixada ao suporte. A agitagdo do meio de
dissolugdo foi feita por meio de pas de ago- inox, com velocidade de rotagio 100 rpm.

Em intervalos de tempo pré- estabelecidos, foram retiradas aliquotas de 3,0 mL
do meio de dissolugdo, repostas por igual volume de tampdo. As aliquotas foram
quantificadas pela técnica de Espectrofluorimetria, apés a obtengdo do derivado
fluorescente do 5-ALA pela reagio de derivagdo, descrita no item 3.2.1.1. O
experimento foi realizado em quadriplicata.

Os resultados obtidos foram relacionados em um grafico (ug/area de exposigao

x tempo). A area de exposigio foi de 5,7 cm’.
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Figura 8 :Representagio esquematica do equipamento utilizado para os estudos de
permeagdo in vitro de 5-ALA em solugio e 5-ALA em lipossomos
(BENTLEY, 1954).
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Ao final dos experimentos de permeagdo, as areas das peles expostas ao meio
de dissolug¢3o foram retiradas e limpas com algoddo embebido em agua destilada, a fim
de retirar todo o excesso das formulagGes aplicadas. Em seguida foram pesadas,
cuidadosamente recortadas e colocadas em tubos de plastico, onde foram adicionados
20,0 mL de tampdo acetato de sodio (100 mM, pH 5,0) e homogeneizada em
homogeneizador de tecidos. A suspensdo obtida foi filtrada em papel de filtro
qualitativo. Uma aliquota de 50,0 uL do filtrado foram submetidos a quantificagio do 5-
ALA. Os resultados obtidos expressam a quantidade de 5-ALA retido (ug S-ALA/g de
pele).

3.2.6. Analise Estatistica

Aplicou-se teste estatistico ndo paramétrico (Mann Whitney) para analise das
amostras, através do programa GraphPad Instat tm, V2.02, NIMH 9309545.
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4.1. Padronizacio da metodologia analitica para a quantificaciio do 5-ALA por

Fluorimetria.

4.1.2. Obtengio da curva padrdo para o 5-ALA.

A Figura 9 representa a curva padrdo para o 5-ALA obtida pelas leituras
das intensidades de fluorescéncia dos derivados do 5-ALA em funcio de suas

respectivas concentragdes, variando de 0,1 a 5,0 pg/mL.

Intensidade Fluorescéncia
[e)] [0
(=] (w]

40

20 -

0 T T L] T 1
0 1 2 3 4 5

Concentragao de 5-ALA (ug/mi)

Figura 9. Curva padrio para o 5-ALA (0,1 a 5,0 ug/mL): concentragdo de 5-ALA
(ug/mL) em fungdo das intensidades de fluorescéncia dos derivados (A de

emissdo: 460 nm; A excitagdo: 370 nm; fenda: 5,0/2,5).

A Equagio 1 foi obtida pela analise de regressdo linear da curva padrido de 5-

ALA, com concentragées variando de 0,1 a 5,0 ug/mL.















62

18

16
1400
1200
1000
800
600

Intensidade Fluorescéncia

400
200

5 10 15 20 25

Fragtes

Figura 13: Fragdes de S5-ALA (1600pug/mL) eluidas da coluna em ingdo as

intensidades de fluorescéncias dos respectivos derivados 460 nm.

Pelo grafico acima, nota-se que a fra¢iio 17 apresentou maior inten y 2
fluorescéncia a 460 nm apoOs reagdo de derivagdo, indicando que o 5-/ A em tam] »

elui em fragGes bem distantes do V.






fluorescéncia da preparagdo original (lipossomo contendo 5-ALA) antes da elui¢do na
coluna de exclus3o, por diluigdo apropriada das amostras.
Foram determinadas as quantidades de 5-ALA na soma das fragdes

correspondentes a eluigdo dos lipossomos e ao 5-ALA livre (Tabela 1).

TABELA 1: Quantidade de 5-ALA determinado na preparagdo lipossdomica inicial e

nas fragGes eluidas na coluna de exclusio.

Amostras Quantidade de 5-ALA (ug)
Preparagdo lipossémica inicial 1017,50
Fragdes Lipossdmicas (fragdes de 7 a 12)* 5,75
Fragdes de S-ALA livre (fragdes de 13 a 30)* 962,40

* Quantidades encontradas na soma dos volumes das fragges.

4.2.1.5. Determinagdo do volume de etanol para solubilizagdo das vesiculas.

A Figura 15 representa as absorbancias da fragdo de lipossomos vazios

coletada da coluna em fungio das sucessivas adigdes de etanol (mL).
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Figura 15: Volume de etanol adicionado (ml.) em fun¢do das abso 4ncias a 246 nm de

1,0 mL da fragdo 8 coletada da coluna.

O volume de 5,0 mL de etanol €, portanto, 0 volume minimo necessario ara
solubilizagdo de 1,0 mL da fragdo de lipossomas vazios (REVs). F«  adroniza
portanto, que para cada 1,0 mL de fragdo de lipossomos, s3ao necess ios 5,0 mL

etanol absoluto para o rompimento das vesiculas.

4.2.2. Microscopia de luz polarizada

As Figuras e 17 mostram as tomicrog § (

visualizadas sob microscépio de luz polarizada.
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Pela analise das curvas obtidas foi possivel verificar as temperaturas de
transi¢do e respectivas entalpias envolvidas nos eventos. A Tabela 2 indica estes

valores.

Tabela 2: Temperaturas de transi¢do e entalpias obtidas pela analise de DSC das

amostras lipidicas.*

Temperatura (s) de transi¢do () Entalpia (J/g)
Amostra 1° aquecimento  2°aquecimento  1°aquecimento  2°aquecimento
Acido palmitico 63,31 63,83 -132,41 -133,11
Colesterol 61,78 61,7 -22.15 -17,91
Ceramida 32,4 105 -13,04 —_—
Sulfato de 61,89 62,02 22,92 -26,51
colesterila
5-ALA puro 61,55 61,52 -14,29 -12,82
Mistura lipidica 57,17 52,93 -46,64 -25,64
Mistura lipidica 57,23 53,68 -25,62 -16,18
com 5-ALA

* Primeiro aquecimento: de 5° C a 110° C; segundo aquecimento: de 0 a 110°C; razdo de aquecimento:

5° C/min

4.4. Estudos in vitro de Permeaciio e Retenciio cutéiineas.
4.4.1. Estudos in vitro de permeagdo cutdnea.

A Figura 23 mostra o perfil de permeagio de 5-ALA através da pele de

camundongo sem pélo em fungdo do tempo.
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Tabela 3. Valores de retengio e permeacio in vitro para o 5-ALA ao final dos estudos

de permeacgio (36 horas).

Formulacio Concentracio de 5-ALA retido  Concentracio de S-ALA

na pele (ug/s) * permeado (ug/cm’)*
Solugdo aquosa 86,14 (+21,28) 3681 (£104,65)
Lipossomos 390,34 (£56,86) 500,9 (£32,47)

Os valores em parénteses representam os desvios padrdo da média (n=5).
*Teste estatistico ndo paramétrico- Mann Whitney; p<0,05, diferenga significativa.

A Figura 24 representa os valores de permeagao e retengdo in vifro para o 5-

ALA ao final dos estudos de permeagdo (36 horas).
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FIGURA 24: Quantidade de 5-ALA permeado (ug/mL) e retido (ug’ ) na pele de

camundongo sem pélo, a partir da formulagdo de lipossomos
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A TFD- ALA topica representa uma nova modalidade terapéutica nido
invasiva para o tratamento de varias anomalias cutidneas como queratose solar, psoriase
€ tumores superficiais, incluindo carcinoma de células escamosas, doenga de Bowen e
carcinoma basocelular superficial (WOLF et al., 1993; KARRER et al., 1995; MALIK et
al.,1995; STABLES et al., 1997). Trata- se da utilizagdo do pré- firmaco 5- ALA que,
aplicado topicamente, é bioconvertido na pele através do ciclo do heme em uma
substdncia fotossensibilizante, a Protoporfirina IX (PpIX), a qual, sob a incidéncia de
luz na regido do visivel torna- se fototoxica, destruindo assim, as células cancerosas
(PENG et al., 1997). Esta terapia viabiliza o tratamento de grandes areas tumorais e
lesdes localizadas em regides onde outras modalidades de tratamento (excisdo,
crioterapia, eletrodissecagdo, quimioterapia topica e radioterapia) podem ser
problematicas (WOLF & KERL, 1995).

Mais recentemente, RICK et al. (1997) verificaram que a aplicagdo topica seria
mais adequada do que outras vias. Observaram que, quando da administragdo de 5-ALA
por outras vias (sendo a oral mais rotineira), a fotossensibilizagdo induzida pela
formagdo e acumulo de PpIX foi bastante significativa, sendo observado alto risco de
reagdes fototoxicas apos aplicagdo de 5-ALA quando o individuo era exposto a luz
artificial. Do mesmo modo, os valores de PpIX encontrados no plasma destes pacientes
apo6s administragdo sistémica foram elevados, contribuindo para o aparecimento dos
efeitos colaterais como nauseas, vomitos, sintomas neurologicos, € outros.

Entretanto, quando 5-ALA foi aplicado topicamente (pomada), os niveis de
PpIX no plasma ficaram abaixo do limite de detecgdo e os efeitos colaterais foram
eliminados. Isto significa que a PpIX, quando da aplicagdo topica, é acumulada nas
células epiteliais pela sintese seletiva de 5-ALA, ou seja, a maior parte da PpIX
encontrada nos tecidos é sintetizada in situ. Entretanto, apesar da PDT-ALA topica
apresentar- se como uma terapia seletiva aos locais das lesdes, bem como o EC anormal
do tecido canceroso apresentar maior permeabilidade, o 5- ALA ¢ uma substéncia
altamente hidrofilica, o que dificulta sua penetra¢do (PENG et al., 1997). Assim, sistemas
de liberagio que aumentem sua penetra¢do e reten¢do nas camadas da pele constituem

uma otimizagdo da terapia.
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Um sistema de liberagdo ndo deve atuar somente como uma formulagdo
auxiliar, mas também alterar a biodistribuig¢do de farmacos de tal modo que uma fragdo
maior do mesmo alcance o sitio alvo. No caso de medicamentos a serem aplicados na
pele, a otimizag@o da penetragdo apresenta-se vantajosa, uma vez que o EC constitui um
passo limitante para este processo. Este fato apresenta-se importante, tendo em vista que
0 5-ALA tem a propriedade de penetrar apenas a poucos milimetros na queratina
anormal, constituindo assim, uma limitagdo da TFD- ALA topica para o tratamento de
cincer de pele (CODERCH et al., 1996; MARTIN et al., 1995).

Existem opinides divergentes acerca da penetragio dos lipossomas na pele.
Entretanto, alguns estudos demonstraram a interagdo de vesiculas lipossomais com as
camadas da pele (KORTING et al., 1995). Ha fortes indicios que o grau de interagéo entre
as dispersdes vesiculares e a pele dependem principalmente das propriedades fisico-
quimicas dos compostos que formam os lipossomos, além do método de preparagido, da
morfologia das vesiculas, como tamanho e lamelaridade e do estado liquido ou gel
destas vesiculas (HOFLAND et al., 1995; UCHIYAMA et al., 1995).

Assim sendo, novos sistemas de liberagdo de farmacos na forma de lipossomos
estdo sendo desenvolvidos quando uma formulagio existente ndo € satisfatoria e a
reformulagdo oferece seguranga e eficicia terapéutica superiores. As formulagGes
lipossomais de alguns farmacos tém mostrado um aumento significativo na eficacia
terapéutica e/ou indices terapéuticos em modelos pré-clinicos e em humanos,
comparados as suas formulagGes ndo-lipossomais (SHARMA & SHARMA, 1997).

Com o intuito de se obter sistemas lipossdmicos que possuam uma maior
interagdo com o tecido cutidneo foram empregados lipideos que estdo presentes na pele,
obtendo- se lipossomas formados por composigdes lipidicas do EC. Assim, a penetragio
e a liberagdo do 5-ALA nas diversas camadas da pele poderia ser otimizada.

O EC de mamiferos contém multiplas bicamadas lipidicas intercelulares que
constituem a barreira epidermal a perda de dgua ou barreira hidrofébica. A matriz
lipidica é responsavel pela hidratagdo do EC, bem como pela regula¢do da penetragio de
produtos topicamente aplicados (POTTS & FRANCOEUR, 1991, ROUGIER et al.,, 1985).
Tais lipideos constituem 10% em peso seco do EC. As lamelas do EC sio formadas por
ceramidas (50%), acidos graxos livres (10-20%), colesterol (25%), sulfato de colesterila

(5%) e, ao contrario de todas as outras membranas biolégicas, ndo contém fosfolipideos,
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Figura 25. Representa¢ido esquematica de uma vesicula lipossémica de lipideos do EC,

segundo SCHMIDTGEN et al (1998).

Alguns trabalhos recentes relatam a obtengdo de lipossomos de lipideos do EC,
onde a porcentagem dos componentes € bastante semelhante nos diversos experimentos.
Também diferentes métodos de preparagdo deste tipo de lipossomo si3o descritos:
Meétodo de congelamento-descongelamento seguido por extrusio em membranas de
policarbonato de tamanho definido (DOWNING et al., 1993; MANDAL & DOWNING, 1993;
HATFIELD & FUNG, 1995) bem como método de sonica¢do com ponta de titanio (DE LA
MAzA et al., 1998; LIN et al., 1998; SCHMIDTGEN et al., 1998) ou com banho sonicador
(ABRAHAM et al,, 1988). Nestes trabalhos, varios tampdes a diferentes pHs sdo
utilizados para a obtengéo dos lipossomos.

SCHMIDTGEN et al. (1998) prepararam lipossomos de lipideos do EC em dois
valores de pH (5,0 e 7,4), utilizando- se de diferentes métodos de obtengdo (extrusdo,
sonicacdo e solubilizagio por detergente), bem como lipossomos formados de
fosfolipideos, a fim de observar a morfologia das vesiculas lipossomicas. Neste estudo,
concluiram que a morfologia dos lipossomos de lipideos de EC foi bastante diferente
daqueles formados por fosfolipideos, € que no pH 5,0, as estruturas formadas foram
semelhantes aquelas preparagdes a pH 7.4, sendo este o pH de maior estabilidade para

as vesiculas lipossdomicas compostas por lipideos do EC.
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No presente trabalho, empregou-se o valor de pH de maior estabilidade
também para o farmaco 5-ALA a ser encapsulado, ou seja, pH 5,0 (DE RosA, 1999).

A literatura indica variadas concentragdes lipidicas, na faixa entre 1,8 a 5,0
mg/mL, sendo esta ultima a mais frequente (ABRAHAM & DOWNING, 1990; SUHONEN et
al, 1997; LIN et al, 1998). No presente estudo, foram obtidos lipossomos na
concentracao de 5 mg/mL, afim de obter maior concentragio de vesiculas lipossdmicas
€, provavelmente, 'uma maior eficiéncia de encapsulagio. As preparagdes lipossdmicas
continham na fase aquosa 0,15% de hidroxietilcelulose (HEC). Esta concentragio foi
padronizada anteriormente e escolhida devido apresentar viscosidade adequada para
obtengdo de lipossomos de lipideos do EC durante o procedimento de extrusio.

Um outro aspecto muito importante no desenvolvimento deste projeto foi a
escolha de vesiculas lipossémicas de tamanho e lamelaridade adequadas aos nossos
propésitos. Os fatores levados em consideracdo foram a hidrossolubilidade alta do 5-
ALA e o volume de captura na vesicula. Assim, as LUVS apresentaram- se mais
adequadas aos nossos objetivos, uma vez que o aprisionamento de um maior volume
aquoso inferiria em uma maior quantidade de 5- AL A encapsulado.

As MLVs, devido ao seu maior tamanho, podem dificultar a penetragio de
farmacos na pele, pois o grau de penetragdo na pele é reduzido & medida que aumenta o
tamanho das vesiculas. Estas vesiculas possuem uma ampla distribuigdo de tamanho ¢
um numero variavel de bicamadas numa mesma preparagdo, o que torna dificil uma
quantificacio adequada do soluto encapsulado. Em contrapartida, sdo estruturas mais
estaveis (NATSUKI et al., 1996). As LUVs sdo comparativamente mais estaveis do que
as SUVs e podem ser caracterizadas mais quantitativamente em termos de concentragdo
lipidica, area de superficie, ¢ volume do que os sistemas de vesiculas multilamelares
(MLVs) (HATFIELD & FUNG, 1995).

Desse modo, as principais vantagens da obten¢ao de LUVs se tornam claras: (i)
obten¢do bastante reprodutivel; (ii) alta capacidade de encapsulagdo para substdncias
hidrofilicas devido & maior capacidade de captura de fase aquosa e; (iii) quantidade de
substincia encapsulada no interior aquoso pode ser facilmente calculada, uma vez que
possuem uma unica lamela.

Definido o tipo de vesicula a ser obtida, testaram- se dois métodos de

preparagio de LUVs: congelamento- descongelamento (LUVETSs) e evaporagdo por
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fase reversa (REVs), ambos seguido por extrusio. A técnica de congelamento-
descongelamento é proposta por varios autores para a obtengdo de vesiculas grandes e
estaveis (PICK, 1981; MAYER et al.,, 1985). A composicdo lipidica do EC utilizada no
presente estudo forneceu por esta técnica duas populagdes de lipossomas com faixas
diferentes de tamanho, observadas pelos dois picos de elui¢do na coluna de exclusio em
gel (Figura 11). Este comportamento ndo € interessante para um método de obtengio de
lipossomos. Entretanto, a técnica de evaporagdo por fase reversa deu origem 3 REVs
com somente uma faixa de tamanho, uma vez que eluiram em uma fragdo principal
unica na cromatografia de exclusio em gel (Figura 12). Assim sendo, as REVs
mostraram- se mais apropriadas aos nossos propositos e foram utilizadas nos estudos
seguintes.

O método empregado para a obtengdo das REVs foi o proposto por SZOKA &
PAPAHADJOPOULOUS (1978). Segundo estes autores, a sonicagdo inicial da fase aquosa
tamponada no solvente organico contendo lipideos, produziu goticulas de agua menores
estabilizadas por uma monocamada lipidica. Estas goticulas ou “micelas inversas”
foram entido colapsadas em um estado viscoso como gel, quando a fase orgénica foi
removida por evaporagio. O ponto critico neste procedimento €, provavelmente, quando
o estado gel colapsa. Neste ponto, algumas das micelas inversas desintegram, liberando
seu material encapsulado; o excesso de lipideos contribui para formar uma bicamada
completa em torno das micelas remanescentes, resultando na formag¢io das vesiculas
(LUVs).

Este método pode encapsular macromoléculas grandes tio eficientemente
quanto compostos de baixo peso molecular. A maioria dos lipossomos produzidos sio
unilamelares e produz alta eficiéncia de encapsulagdo de fase aquosa (20- 68%). A
principal desvantagem deste método seria a exposi¢do do material a ser encapsulado aos
solventes organicos. Na preparagdo lipossomica estudada empregou-se tampao acetato
com concentra¢io idnica baixa (100mM) para garantir uma encapsula¢do mais eficiente.

As distribui¢des de tamanho obtidas para a maioria das misturas fosfolipidicas
sdo quase uniformes e a heterogeneidade de tamanho pode ser reduzida por extrusdo
através de membranas de policarbonato. Combinando o método da extrusdio com a

técnica de fase reversa para obter LUVs, SZOKA & PAPAHADIOPOULOUS, (1980)
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obtiveram lipossomos mais homogéneos, mas com diminuigio da eficiéncia de
encapsulagio para 12-25% de fase aquosa para a composigao lipidica por eles utilizada.

Assim, lipossomos do tipo LUVs obtidos por evaporagdo por fase reversa
foram escolhidos para encapsular o 5- ALA, devido possuirem alta razio de
compartimento aquoso:lipidico, podendo- se obter maior quantidade de farmaco
hidrossoluvel encapsulado em uma quantidade menor de lipideos.

Uma das vantagens do processo de extrusdo € a possibilidade de ampliagao para
escala industrial, simplesmente por aumento da area da membrana (NEw, 1989 a). Além
disso, o0 método da extrusdo é um procedimento para a obtengdo rapida das LUVs, ndo
emprega solventes orginicos ou tensoativos e produz uma populagio relativamente
homogénea de vesiculas unilamelares, onde a distribuigdo de tamanho é centrada no
tamanho do poro do filtro utilizado (HOPE et al., 1985).

Os filtros de membrana empregados nos experimentos foram do tipo
“nucleation track”, os quais consistem de uma limina fina de polimero (usualmente
policarbonato) na qual os poros nio tragam um caminho tortuoso, mas sdo coincidentes
de um e do outro lado da membrana. Devido a isto, oferecem muito menos resisténcia ao
material que passa. A flexibilidade inerente das lamelas lipidicas permitem aos
lipossomos mudarem suas conformagdes, tanto que podem se espremerem através destes
poros. Entretanto, lipossomos que sio muito maiores que o tamanho dos poros serdo
quebrados no processo e sairdo dos poros da membrana menores que antes. Apos varias
passagens através da membrana, uma populagdo de lipossomos serd reduzida em
tamanho para um diametro médio um tanto menor que o diametro do poro da membrana,
mas ainda com uma pequena propor¢io fracamente maior que os poros, tendo se
espremido através da membrana sem se quebrar.

Para o estudo da determinagio do grau de encapsulamento do 5-ALA nos
lipossomos de lipideos de EC, foi utilizada a técnica de cromatografia de exclusdo em
gel. Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso para separar a porgdo do farmaco néo
encapsulado (farmaco livre) da porgao do farmaco encapsulado em lipossomos.
(JEDERSTROM & RUSSEL, 1981; VEMURI & RHODES, 1994).

As preparagdes de lipossomos s3o uma mistura de fragdes do farmaco
encapsulado e ndo encapsulado. A fra¢do do farmaco ndo encapsulado é também

chamada de farmaco “livre”. Na maioria dos procedimentos, as fra¢des de farmaco livre



e encapsulado sao separadas para avaliar a concentragdo de farmaco livre como um
primeiro passo experimental. Entfio, a fragdo encapsulada do farmaco ¢ tratada com um
tensoativo ou com um solvente adequado (no caso, etanol), para quebrar os lipossomos
e, assim, liberar completamente o farmaco aprisionado, o qual sera quantificado por
metodologia adequada (VEMURI & RHODES, 1995). No presente trabalho, o 5- ALA foi
identificado por espectrofluorimetria apds a obtengdo de um derivado fluorescente,
baseando- se no método de OIsHI et al. (1996). Esta metodologia apresentou- se sensivel
e seletiva em todas as etapas experimentais que exigiram a identificagdo e quantificagio
do 5- ALA. O método apresentou linearidade na faixa de concentra¢io de 0,1 a 5,0
pug/mL (= 0,9990).

ApoOs a passagem da amostra de lipossomos ou solugdo aquosa contendo 5-
AL A pela coluna, as fragGes obtidas foram submetidas a reag¢do de derivagdao do 5-ALA
para que o derivado fluorescente formado possa indicar a presenga de 5-ALA e também
quantifica-lo. Deve-se lembrar que o 5-ALA nao encapsulado eluirdo em fragSes bem
distantes do volume morto (V) da coluna,

Antes de se efetuar a reagio de derivagdo, as fragGes lipossOmicas foram
solubilizadas a fim de causar a liberagdo do 5- ALA encapsulado e, assim, tornar
possivel sua identificagdo e quantificagio. Para tanto, foi realizado o ensaio para a
determinagdio do volume minimo de etanol capaz de “quebrar” estas vesiculas,
empregando- se lipossomos sem 5- ALA. Primeiramente, verificou- se qual fragdo
coletada da coluna correspondeu aos lipossomos, através das leituras de absorbdncia no
comprimento de onda especifico da preparagio (A= 246 nm). Assim, uma aliquota desta
fragdo foi utilizada para o ensaio. A medida que a concentragao de etanol aumenta, as
moléculas de agua associadas aos grupos hidrofilicos da preparagio lipossdmica sido
deslocadas e substituidas pelas moléculas de etanol, as quais se distribuem dentro da
regido hidrofébica da bicamada, rompendo a bicamada (KOMATSU & OKADA, 1995). O
acompanhamento da solubilizagao das vesiculas pelo etanol (Figura 15) foi realizado
medindo-se a absorbancia da fragio de lipossomos vazios antes e apos cada adigdo de
etanol. Quando a leitura de absorbancia desta foi constante definiu- se o volume de
etanol minimo para a solubilizagdo. No presente estudo, o volume minimo foi 5,0 mL

de etanol absoluto para cada mL da fra¢do de lipossomos.
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Na verificag@o do grau de encapsulamento verificou- se a presenca de 5- ALA
somente nas fragdes distantes do Vi da coluna, as quais representam as fragdes de 5-
ALA livre (Figura 14). Assim, constatou- se que a encapsulagio do 5- ALA nos
lipossomos de lipideos de EC obtidos neste estudo nio foi eficiente.

As vesiculas tipo LUVs sio bem adequadas para encapsular materiais aquosos,
como ja dito, embora a presenga de somente uma Gnica membrana lipidica signifique
que a estabilidade mecanica, bem como retengdo de solutos podem ser comprometidas,
particularmente para substincias de baixo peso molecular (NEW, 1989 a). Devido ao
baixo peso molecular de 5-ALA, este pode apresentar um efluxo muito grande das
vesiculas para o meio externo, o que justifica o baixo grau de encapsulamento obtido.

Medidas farmacotécnicas foram tomadas para evitar o efluxo do 5- ALA das
preparagdes lipossOmicas através da obtencdo de uma fase aquosa mais viscosa pela
adi¢do de HEC a 0,15%. Entretanto, pelos resultados obtidos, este procedimento nio foi
suficiente para manter o farmaco aprisionado. Nossos estudos anteriores de supressio de
fluorescéncia mostraram que o 5- ALA € encapsulado no interior das vesiculas, porém
sua permanéncia € prejudicada devido as propriedades fisico- quimicas do referido
farmaco n3o permitir sua permanéncia no volume aquoso apriosionado (PIERRE et
al.,1999).

FUKUDA et al. (1989) verificaram que o 5- ALA é uma molécula passivel de
encapsulamento em lipossomos numa eficiéncia de 20% para a formulag3o estudada.
Entretanto, no presente trabalho, a formula¢do e o método de obtengédo dos lipossomas
sdo complexos, e necessitardo de outros artificios para aumentar a taxa de encapsulagio.

A fim de caracterizar as vesiculas (REVs) obtidas seguiu- se com as
metodologias de avaliagdo de lipossomos. A microscopia de luz polarizada constitui
uma técnica auxiliar para a caracterizagdo de lipossomos e vesiculas tensoativas,
podendo-se visualizar o formato e o tamanho. A observagdo das vesiculas ¢ geralmente
limitada pela resolugdo do microscopio de luz, uma vez que sdo visualizadas somente
vesiculas de tamanho maior ou igual a 1 um, As vesiculas lipossémicas grandes podem
ser detectadas facilmente devido possuirem uma aparéncia de cebola (lamelas

concéntricas) em campo de luz alta, e aparecerem como cruzes Malteses entre as

porgdes polares (RADES et al., 1997).



Os lipossomos sdo considerados cristais liquidos liotropicos esméticos, ou seja,
liotropicos porque eles sio formados na presenga de um solvente e esméticos devido a
sua caracteristica formagdo de lamelas, as quais sdo laminas bimoleculares de moléculas
lipidicas. Este arranjo é possivel devido a caracteristica anfifilica das moléculas
lipidicas e tem o objetivo de minimizar o contato da porgdo hidrofébica da molécula
com o solvente polar (CHAPMAN, 1984).

Na analise da preparagdo lipossdmica pela técnica da microscopia de luz
(Figuras 16 A e 16 B), visualizaram-se estruturas vesiculares reveladas pelas texturas
anisotropicas como cruzes Malteses, somente para aquelas na faixa de tamanho de 1
pm. Foram identificadas poucas vesiculas com tais caracteristicas. O mesmo pode ser
dito em relagdo as estruturas com aparéncia de “cebola” visualizadas em campo de luz
alta (Figuras 17 A e 17 B). Considerando que a resolugio do microscépio de luz é para
particulas com tamanho igual ou maior que 1 um, foi suposto que o tamanho dos
lipossomos obtidos estivessem abaixo do limite de detec¢do do microscépio de luz, o
que esta em concordincia com os resultados obtidos no experimento de determinagdo
do tamanho usando espalhamento de luz, onde a maioria das vesiculas apresentaram
didmetro médio de 500 nm. Assim sendo, a microscopia de luz polarizada foi
empregada como um método auxiliar na caracteriza¢ido do sistema.

Varios sio os métodos para a determinagdo do tamanho de particulas de uma
preparagio, embora somente alguns determinem o tamanho médio e a distribuigao.
Devido ao fato dos lipossomos serem uma populagio de particulas, ha uma distribui¢io
de tamanho, em vez de um valor unico. A distribuigdo do tamanho é um parametro
importante pois esta pode influenciar na penetragio dos lipossomos quando
administrados topicamente. Com excegdo para microscopia eletronica, nenhum outro
método é capaz de resolver a distribuigio sobre a faixa total de tamanhos dos
lipossomos que podem ser obtidos, de 10 nm a 50 um A forma da partcula também €
importante, especialmente para particulas grandes, maiores que 1 um No geral
lipossomos grandes, maiores que 1 pm, podem ser adequadamente medidos por
microscopia de luz e contador Coulter. Para lipossomos pequenos, menores que 0,2 um,
varios métodos s3o Uteis: cromatografia de exclusio em gel, espalhamento dinamico da
luz e microscopia de emissio (WOODLE & PAPAHADIOPOULOS, 1989; RADES et al,
1997).
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Na técnica por espalhamento dindmico da luz (light scaterring) é possivel
medir particulas na faixa de 3 nm até 3 pm, dependendo do tipo do laser. Os dados
podem ser apresentados como tamanho médio de particulas (assumindo uma
equivaléncia esférica) como também uma analise mais rigorosa pode fornecer detalhes
de duas ou mais populagdes de particulas em solugdo/suspensio. Esta técnica possui
algumas limitagdes quando sdo empregadas amostras polidispersas (mistura de
particulas grandes e pequenas) mas, a fungdo de auto- correlagdo utilizada no calculo de
distribui¢do de tamanho das vesiculas leva a uma avaliagdo correta do tamanho médio
das vesiculas lipossomais (NEw, 1989 b).

A Figura 18, representa os dados de tamanho das amostras de lipossomos
usando Espectroscopia de Correlagio de Féton, apds tratamento estatistico (Curva
“Gaussiana"). Esta curva relaciona o didmetro da vesicula (nm) com a intensidade
relativa medida pelo aparelho, em porcentagem. O indice de polidispersividade é uma
medida da homogeneidade de uma dispersdo e varia de 0.0 (monodispersa) a 1.0 (muito
heterogénea). Na analise da amostra de lipossomos vazios, esta curva informou que a
maior quantidade de particulas possui didmetro médio na faixa entre 470 e 570 nm,
mais precisamente, a maior populagdo de vesiculas se encontram em torno de 500,3 nm
(média de trés experimentos), e somente uma pequena porcentagem de vesiculas em
tormo de 1000 nm, representando um tamanho médio bem menor do que o tamanho do
poro da membrana utilizada nas extrusGes. O tamanho das vesiculas com 5-ALA
incorporado (Figura 19) apresentou didmetro médio de 410,1 nm, significativamente
diferente das vesiculas sem o farmaco (p<0,05). Isto significa que o farmaco 5-ALA
interferiu no tamanho dos lipossomas obtidos.

A literatura mostra que em relagdo a existéncia de varios métodos disponiveis
para as medidas de tamanho dos lipossomos, ndo existe um unico método capaz de uma
analise de distribui¢do de tamanho confiavel e segura de amostra de lipossomos. Para
uma avaliagdo mais adequada em relagdo ao tamanho médio da principal populagdo de
particulas, outros métodos sdo necessarios, como por exemplo, difragio de raio laser,
microscopia de transmissao de elétrons ou outras técnicas sofisticadas (WOODLE &
PAPAHADJOPOULOS, 1989; RADES et al., 1997). Desse modo, comparagdes e
compilagGes de resultados de muitos métodos sdo necessarios para caracterizar

completamente o tamanho dos lipossomos dentro de uma determinada preparagio.
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Também deve ser considerado o que pode ocorrer no processo de extrusio da
preparagdo lipossomal: a filtragio de vesiculas pelo sistema de extrusio remove
vesiculas grandes, mas também resulta em uma adsorg¢do substancial de vesiculas
pequenas. A extrusdo através de membranas de policarbonato de tamanho definido faz
com que a vesicula mude sua conformagdo, e assim, possam atravessar 0S poros.
Entretanto, as vesiculas que sdo muito maiores que o didmetro dos poros podem ser
quebradas no processo, formando, assim, estruturas menores. Apds varias passagens
através da membrana, havera a formagdo de uma populagdo de vesiculas de didmetro
médio menor que o didmetro do poro da membrana, porém, com uma pequena
proporgdo sendo de tamanho igual ou ainda maior que o didmetro do poro, devido ter
"se espremido” através da membrana sem se romper (NEW, 1990 a).

No presente estudo, as preparagdes lipossomicas de lipideos do EC, sem o pro-
farmaco 5-ALA, apresentaram tamanho médio em torno de 500,3 nm, o que esta em
concordincia com outros autores, os quais obtiveram vesiculas lipossdmicas do tipo
REVs com tamanho médio semelhante (YATVIN & LELKES, 1982).

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) pode, portanto, ser usada para
estudar o comportamento térmico de lipideos puros e o comportamento de fase de
misturas lipidicas. Os sistemas como lipossomos, contendo uma mistura de
fosfolipideos ou lipideos podem apresentar propriedades térmicas semelhantes ou
diferentes dos componentes individuais. Ou seja, as misturas de fosfolipideos ou
lipideos, de cadeias de comprimentos préximo, originam uma transi¢do principal
intermediaria. Quando os comprimentos das cadeias de hidrocarbonetos dos lipideos sdo
muito diferentes, duas transicdes em separado podem ser observadas (TAYLOR &
MORRIS., 1995).

Na analise térmica de fosfolipideos, lipideos ou membranas, pode- se observar
transi¢des endotérmicas, cuja temperatura de transi¢do (T), varia com o comprimento e
o grau de insaturagdo das cadeias de hidrocarbonetos e, ainda com a natureza dos
grupos cabega presentes nas moléculas lipidicas. Geralmente, um aumento no
comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, aumenta a Tc, ao passo que aumentando as
ligagdes duplas, a Tc é diminuida (TAYLOR & MORRIS, 1995).

Desse modo, pode-se dizer que o entendimento das transigdes de fase e fluidez

das membranas lipidicas sdo importantes para a obten¢do e a avaliagdo de lipossomos,
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uma vez que o comportamento de fase de uma membrana lipossomica determina
propriedades tais como: permeabilidade, fusdo, agregacio e ligagdo a proteinas; os quais
podem afetar significantemente a estabilidade e o comportamento dos lipossomos nos
sistemas biologicos.

No presente estudo, a analise de DSC foi realizada com os filmes lipidicos
obtidos dos lipideos isolados bem como da mistura lipidica. A importancia desta analise
€ a avaliagdo das interagdes entre os lipideos do sistema e a semelhancga destes com os
lipideos do EC. Além disso, avaliar também o efeito da presenga do firmaco 5-ALA
sobre a Tc¢ da mistura lipidica.

A Tabela 2 apresenta as T, encontradas para os lipideos individuais, mistura
lipidica contendo ou niio 5- ALA e o referido farmaco isolado. As misturas de lipideos
do EC (contendo ou nido 5- ALA) mostraram uma Gnica transi¢do endotérmica (= 50-
60° C), diferente dos componentes individuais (Figuras 20 e 21). Isto indica que
ocorreu uma interagdo entre os lipideos formando uma mistura com perfil térmico
diferente dos componentes isolados. Esta mistura apresenta uma temperatura de trasi¢ao
de fase proxima a principal transi¢ao do EC, ou seja, 65°C (HATFIELD & FUNG, 1995).

As transigdes de fase para EC de mamiferos sio complexas e tém sido
estudadas por técnicas de difragdo de raio-X, espectroscopia de infravermelho e DSC
(HATFIELD & FUNG, 1995). A principal transi¢do ocorre a 65° C, a qual representa a
fusdo das cadeia acila dos lipideos (GOLDEN et al., 1986). Assim sendo, as preparagses
obtidas assemelham- se com o EC em relagdo a principal transicdo endotérmica, o que
pode indicar uma interagdo mais efetiva entre a formulagdo e o sitio de aplicagdo. Em
segunda estincia, os estudos de DSC auxiliaram na verificagio da Tc da mistura
lipidica, temperatura esta empregada na extrusdo dos lipossomos (= 70° C).

Pode- se considerar que a presenga do farmaco 5- ALA nao alterou a Tc da
mistura lipidica no primeiro e segundo aquecimentos, apesar da interagdo entre os
lipideos ser evidente. Isto pode ser um dado interessante visto que, muito
provavelmente, o 5- ALA nido ird influenciar na formagio das vesiculas. Uma vez que,
lipossomas com composi¢iio lipidica semelhante a da matriz lipidica do EC humano
levariam a uma maior interagio das vesiculas com esta membrana e, consequentemente

a uma liberagdo adequada do 5- ALA na pele, os estudos de DSC foram interessantes



para verificar as semelhangas nos perfis térmicos dos constituintes do sistema
lipossémico e do EC.

A Figura 23 mostra o perfil de liberagdo do 5-ALA em fung¢io do tempo
(horas), tanto para o 5-ALA encapsulado em lipossomos como para o 5-ALA em
solugdo. Observa- se que a permeagdo do 5-ALA em lipossomos foi menor do que para
0 5-ALA em solugio.

A retengdo cutdnea de farmacos € uma avaliagdo importante para veiculos que
formam depositos na pele, e deve ser determinada com o uso de membrana animal
(camundongos sem pélo). Nos estudos de retengdo do firmaco na pele, foram separadas
as areas que estiveram em contato com as preparagdes, trituradas e filtradas para
posterior quantificagdo do firmaco em questdo. Os resultados obtidos mostraram que a
formulagdo lipossdmica proporcionou uma maior reten¢3o para o farmaco (390,43 pg/g)
comparada com a solugdo do mesmo (86,14 ng/g) (Tabela 3 e Figura 24). Este
comportamento estd em concordancia com os resultados obtidos no experimento de
liberagdo; ou seja, ja que 0 5-ALA em lipossomos apresentou uma menor permeagio
através da pele de camundongo sem pélo, a reten¢do do 5-ALA na pele pode ser maior,
indicando que o sistema lipossdmico provavelmente proporcionou um efeito de
depdsito para o 5-ALA na pele do animal. BENTLEY et al. (1997) obtiveram resultado
semelhante quando empregaram géis de poloxamer acrescidos de fosfatidilcolina para a
veiculagdo de corticosterdides, utilizando- se peles de camundongos sem pélo como
membrana.

A caracteristica mais importante dos lipossomos de lipideos do EC para
aplica¢do topica baseia-se na semelhanga com as membranas biologicas, ou seja, sdo
muito semelhantes a epiderme em relagdo a composigao lipidica, o que os torna capazes
de interagir com a barreira epidermal em uma maior extensio, comparado com formas
farmacéuticas convencionais. Entre as muitas vantagens da formulagio lipossomica para
aplicagdo topica (biodegradabilidade, ndo toxicidade, etc), um aspecto inovador € que os
lipossomos atuam como ‘"localizadores de farmacos" e ndo somente como
"transportadores de farmacos" (SCHMID & KORTING, 1996). Assim, um sistema de
liberagdo, tal como lipossomos, que retenha o farmaco na pele, por um certo periodo de

tempo, é de extrema importancia no tratamento de patologias cuténeas.



91

Na TFD, a patologia em questdo € o cancer de pele. Sendo o 5- ALA um pro-
farmaco que é bioconvertido, via ciclo do heme, na substincia fotossensibilizante
(PpIX), quanto maior a quantidade do pro- farmaco retido na pele, maior sera a
quantidade de PpIX formada e, consequentemente, o efeito terapéutico sera otimizado.
Assim, apesar da baixissima taxa de encapsulamento do 5- ALA nos lipossomas de
lipideos de EC, este sistema apresentou uma performance adequada para a aplicacdo
topica, considerando que o ideal para um produto tépico é diminuigdo da permeagio
transcutinea e 0 aumento da retengio cutinea do farmaco (BENTLEY, 1994).

A semelhan¢a de composi¢do e estrutura de bicamada entre os lipossomas
preparados e a matriz lipidica do EC estaria propriciando uma efetiva interagdo do
sistema com as camadas mais superficiais do EC, o que levaria a uma distribui¢do dos
lipideos das vesiculas na matriz lipidica. Assim, o contetdo lipidico estaria aumentado e
estas regies atuariam como verdadeiros depositos onde os farmacos poderiam interagir
em uma magnitude dependente das caracteristicas fisico- quimicas dos mesmos.

A Tabela 3 e a Figura 24 mostram as quantidades de 5- ALA permeada e
retida na pele de camundongos sem pélo apds 36 hs de experimento in vitro. Somente
1,5 % do 5- ALA aplicado na forma de lipossomas de lipideos de EC permearam a pele
do animal, ao passo que para a solugdo, 11,5 % foram permeados. Com os dados de
quantidade permeada e retida foi possivel calcular a razio entre a quantidade retida e a
permeada para as formulagGes estudadas. As relagdes encontradas foram 0,023 e 0,770
para o 5- ALA em solu¢io e em lipossomos, respectivamente. Como pode ser
observado, a preparagado lipossomica apresentou- se 33,48 vezes mais adequada que a
solugdo, com relagdo ao fator calculado.

Pelos resultados obtidos, pode- se constatar uma maior eficiéncia da
preparagio lipossOmica, apesar do baixo grau de encapsulamento encontrado. Estudos
futuros objetivardo melhorar a encapsulagao do 5- ALA nestes sistemas através do
emprego de derivados mais lipossoliveis, os quais poderiam acomodar- se na bicamada
lipidica dos lipossomos €, assim, garantir uma taxa de encapsulamento maior.

Finalmente, os dados obtidos no presente trabalho sugerem que o sistema de
liberagdo baseado em lipossomas de lipideos do EC apresentam potencial para a

veiculagdo do farmaco 5- ALLA na TFD do cancer de pele.
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®» O método fluorimétrico utilizado para a quantificagio do 5-ALA mostrou-se

adequado para todas as etapas experimentais.

®* O método da evaporagdo em fase reversa empregado para a obtengio de lipossomos
de lipideos do EC mostrou-se mais adequado que o meétodo de congelamento-
descongelamento, fornecendo vesiculas com distribuigdo de tamanho mais homogénea,

caracterizadas por um unico pico de elui¢do na coluna de exclusdo em gel.

®+ A obtengdo dos lipideos do EC pdde ser confirmada pela microscopia de luz
polarizada, apesar da limitagdo da técnica para tamanho de particulas abaixo de 1 um,
representando uma ferramenta auxiliar na caracterizagdo do sistema obtido, visto que
estruturas lamelares tipicas de vesiculas lipossdmicas puderam ser reveladas pelas

estruturas anisotropicas observadas.

¥ A técnica de espalhamento dinamico da luz confirmou que as estruturas vesiculares
obtidas possuiam tamanho menor que o tamanho de poro usado nas sucessivas
extrusdes, tanto para os lipossomos vazios como para aqueles onde o 5-ALA estava
presente. Isto pode ser uma vantagem adicional em relagdo a penetragdo das vesiculas
na pele, ja que o grau de penetragdo destas na pele aumenta a medida que o seu tamanho

é reduzido.

®» Devido as propriedades fisico-quimicas do farmaco 5-ALA, como alta
hidrossolubilidade e baixo peso molecular, ndo foi obtida uma taxa de encapsulamento

adequada.

®» O perfil térmico da mistura dos lipideos do EC obtidos pela analise de DSC,
revelou-se diferente daqueles obtidos com os lipideos individuais, indicando que
ocorreu uma interagdo efetiva entre os lipideos da mistura. Na presenca de 5-ALA, a
mistura lipidica n3o teve seu perfil térmico substancialmente modificado, indicando que
o farmaco em questdo nio tem efeito desestabilizador sobre a mistura. Além disso, a Tc

observada para a mistura lipidica na auséncia ou na presenga do 5-ALA apresentou-se
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semelhante a Tc principal do EC humano. Esta semelhanga pode favorecer uma maior

interagdo entre as vesiculas lipossdmicas e os lipideos do EC.

» Os experimentos de permeag3o e retengio mostraram claramente que a formulagao
lipossdmica apresentou uma maior retengdo para o farmaco na pele do animal,
comparado com a solugdo, ¢ que esta, permeou a pele do animal em extensdo
significativa, indica'mdo que provavelmente, o sistema lipossémico proporcionou um

efeito deposito para o 5-ALA aplicado topicamente.

®»* Desse modo, o sistema obtido pode ser utilizado como um sistema de liberagido
adequado para a TFD-ALA tdpica, porém, novas estratégias devem ser empregadas para

alcangar uma maior eficiéncia de encapsulamento.
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RESUMO

A Terapia Fotodindmica (TFD) ¢ uma nova modalidade de tratamento do cancer de
pele, que usa fotossensibilizantes, os quais localizados no tecido tumoral podem produzir a
destruigdo do tecido por absorgio de luz e dose de comprimento de onda apropriados. Apos
a aplicagdo topica de porfirinas ou seus derivados e outros fotossensibilizantes, a incidéncia
de luz induz a produgio de oxigénio singlete, 0 qual causa a necrose do tumor. O acido 5-
aminolevulinico (5-ALA) é um pr6- farmaco, o qual é um precursor de porfirinas
endogenas, principalmente protoporfirina IX (PpIX), a qual ¢ sintetizada in situ em uma
substincia altamente fluorescente pela via biossintética do grupo heme. Entretanto, a
maioria das substdncias fotossensibilizantes atravessam pobremente as barreiras biologicas
tais como o estrato comeo (EC). Lipossomos tém sido propostos como localizadores de
farmacos, melhorando a biodistribuigdo e, consequentemente a concentragio local do
farmaco, otimizando a TFD topica de tumores cutineos. Este trabalho propds a obtengio de
lipossomos de composigdo lipidica semelhante ao EC de mamiferos bem como a sua
avalia¢do. Os lipossomos foram obtidos pela técnica de evaporagdo em fase reversa seguida
por extrusdo e as vesiculas formadas foram caracterizadas por cromatografia de exclusio
em gel. O tamanho médio destas vesiculas foi obtido por Espalhamento dindmico da luz, o
que revelou uma distribui¢do de tamanho médio em torno de 500 nm, sendo que este
tamanho foi significativamente alterado pela presenga de 5-ALA (400,1 nm). A observagdo
das vesiculas sob microscopio de luz polarizada confirmou a formagéo de lipossomos pela
presenga de cruzes Maltese, indicativas das propriedades de birrefringéncia das bicamadas
lipidicas. A analise de DSC mostrou que houve uma interagdo efetiva entre os lipideos
constituintes do sistema, sendo a Tc bem préxima a principal Tc dos lipideos do EC. A
permeagdo in vitro de 5-ALA em lipossomos foi bem menor comparada a solugio aquosa
do farmaco, enquanto a retengdo cutinea do 5-ALA in vitro foi aumentada quando utilizou-
se o sistema lipossdmico. Os estudos do grau de encapsulamento mostraram uma baixa
porcentagem de encapsulamento de 5-ALA neste sistema. Apesar disto, o perfil de
permeagido mostrou-se adequado para a aplicagdo topica e desse modo, o sistgpa obtido
com composi¢do lipidica semelhantes ao EC, podem ser explorados como sisterhas de

liberagdo de farmacos para TFD-5-ALA topica de cincer do pele. :
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ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is a new treatment modality for skin cancer,
which uses photosensitizers, located in the tumoral tissue and can produce the tissue
destructuion by absorbing ligth of an appropriate wavelength and dose. After topical
application of the porphyrins or its derivatives and other photosensitizers, the incidence
of light lead to the production of singlet oxygen that cause the tumour necrosis. 5-
aminolevulinic acid (5-ALA) is a pro-drug, that is an endogenous porphyrins precursor,
mainly protoporphyrin IX (PpIX), that is sinthetized in sifu in a highly fluorescent
substance in the heme biosynthetic pathway. However, most of these substances cross
biological barriers boorly such as stratum comeum (SC) of the skin. Liposomes has
been proposed as a skin drug localizers, improving in this way the biodistribution and
consequently the local concentration of the drug, optimizing the cutaneous tumours
topical therapy. This work has proposed the achievement of liposomes of lipidic
composition similar to the mammalian SC as well as its evalluation. The liposomes
were obtained by reverse phase evaporation technique following by extrusions and the
formed vesicles were characterized by size exclusion chromatography on gel filtration.
The average size vesicles was obtained by Dynamic Light Scattering and revelead an
average size distribution around 500 nm, and it was significantly aitered by 5-ALA
(400,1 nm). The vesicle observation on polarized light microscope has confirmed the
liposome formation by Maltese crosses presence, indicative of the birrefringence
properties of lipidic bilayers. DSC analysis has shown that there were an effective
interaction among the lipids of the system, and the Tc was very close to the main Tc of
SC lipids. In vitro 5-ALA permeation in liposomes was much smaller compared to the
drug aqueous solution, while the in vitro retention of 5-ALA in the liposomal system
was much higher. The encapsulation grade studies have shown a low 5-ALA
encapsulation percentage in this system. Nevertheless, the application profile has shown
appropriate to the topical application and thus, these obtained system with similars
lipids, to those in the SC, can be explored as drug delivery systems for PDT-5-ALA

topical of skin cancer.





