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RESUMO: Os lipossomas, vesiculas compostas por uma ou varias bicamadas de fosfolipideos, sdo capazes de
encapsular substancias com diversas caracteristicas de hidro e lipofilia, seja na bicamada lipidica ou no
compartimento aquoso interior. Dentre as classes de farmacos com potencial aplicagdo para a encapsulagdo em
lipossomas, os retindides, compostos envolvidos em uma ampla variedade de processos biolégicos, ocupam lugar de
destaque. Neste trabalho foi estudada a encapsulagao da isotretinoina em lipossomas unilamelares com o propdsito
de desenvolver um sistema adequado para futuras investigagbes farmacoldgicas e farmacocinéticas que possam
comprovar a otimizagdo do efeito terapéutico deste farmaco quando em lipossomas. Lipossomas contendo
isotretinoina foram preparados pela técnica de injegdo de cloroférmio, sendo posteriormente caracterizados pela
técnica de espalhamento de luz. A eficiéncia de encapsulagédo e demais avaliagbes quantitativas foram determinadas
por espectrofotometria. Utilizando-se 40mM de fosfatidilcolina e 10 mM de colesterol na preparagao de lipossomas, foi
possivel observar que a presenca do colesterol reduz a eficiéncia da encapsulacdo do farmaco devido a sua
localizagéo preferencial na bicamada lipidica.
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ABSTRACT: Liposome vesicles are able to encapsulate hydrophilic and lipophilic substances, either in their lipid
bilayer or in the inner aqueous compartment. Retinoids are among the several drug classes whose encapsulation into
liposomes might result in potential positive results. In this work, isotretinoin encapsulation into liposomes was studies.
Liposomes were prepared by the chloroform injection method, with further characterization by dynamic light scattering.
Encapsulation efficiency was determined by UV spectrophotometry. It was observed that when liposomes were made
with 40mM of phosphatidylcholine and 10 mM of cholesterol, the encapsulation efficiency was reduced when
compared to PC liposomes, since both molecules are included in the lipid bilayer.
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1. INTRODUCAO

A isotretinoina € um composto retindide derivado da vitamina A, quimicamente conhecida como acido 13-cis-
retindico, contendo ndo menos que 98% e ndo mais que 120% de CyHy30,, devendo ser preservada em
compartimentos hermeticamente fechados, protegidos da luz e a baixas temperaturas (USP 30). A isotretinoina é
empregada particularmente no tratamento da acne cistica e nodular e como inibidor da proliferacdo de células
neoplasicas, por exercer efeito regulador sobre a diferenciagdo celular (GABIZON, 1989; DINIZ, et al.,, 2002;
WHITE,1999).

Apesar de apresentar importantes efeitos farmacoldgicos, o uso terapéutico dos retindides encontra
limitagdes, devido a relatos de problemas relacionados a seus efeitos adversos, principalmente quando empregados
topicamente em doses elevadas ou administrados sistematicamente (CORTESI, 1994).
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Os efeitos adversos envolvendo o uso de isotretinoina estdo relacionados a pele e membranas mucosas,
sistema nervoso, musculo-esquelético, hematopoiético e linfatico, gastrintestinal, cardiorespiratério e genitourinario.
Por se tratar de um farmaco altamente teratogénico, quando administrado no primeiro trimestre de gestagdo, a
isotretinoina pode ocasionar abortos espontaneos ou ma formacgao do feto, sendo esta também observada quando a
gestagao ocorre dentro de quatro meses apoés o término do tratamento (BIGBY, et al.,1988; LEBOWITZ, et al.,1988;
ELLIS, et al., 2001).

A utilizagéo dos retindides na clinica também é limitada devido a sua elevada toxicidade, a baixa estabilidade
quimica e ao amplo espectro de agdo. Além disto, a natureza hidrofébica dos retindides dificulta sua administragao por
via intravenosa, requerendo a utilizagdo de formulagdes oleosas ou solugbes aquosas contendo tensoativos
(CORTESI, 1994; SINGH,1998).

Neste sentido, com o objetivo de otimizar a administragéo dos retindides, o0 emprego de lipossomas, vesiculas
fosfolipidicas empregadas desde 1970 como estruturas Uteis para o transporte de farmacos, aparece como alternativa
viavel possibilitando redugdo nos niveis de toxicidade, aumento da solubilidade, especificidade e estabilidade
associados ao uso destes farmacos (GREGORIADIS,1995; SINGH,1998).

Lipossomas séo estruturas esféricas, com dimensdes variando entre alguns nanémetros a alguns micrémetros
de didmetro, nos quais uma fase aquosa é totalmente cercada por uma ou mais bicamadas de fosfolipideos em forma
de vesiculas. Os sistemas lipossomais séo constituidos basicamente por fosfolipideos, esterdis e um antioxidante,
resultando em sistemas uni e multilamelares formados espontaneamente quando os fosfolipideos sédo dispersos na
fase aquosa. Substancias com variadas caracteristicas de hidro e lipofilia podem ser encapsuladas em lipossomas,
seja na bicamada lipidica ou no compartimento aquoso interior (GREGORIADS 1995; LASIC 1989; VEMURI et
al.,1995).

Preparagdes lipossomais de retindides podem ser obtidas encapsulando o farmaco nas bicamadas
fosfolipidicas devido ao carater apolar destas moléculas. Estas preparagdes permitem o uso de doses elevadas com
reducao da toxicidade e sao capazes de manter concentragbes plasmaticas do farmaco estaveis por maior periodo
(MEHTA, et al.,1994; ESTEY, et al.,1996).

Neste trabalho foi estudada a encapsulagao da isotretinoina (Fig. 1) em lipossomas unilamelares constituidos
de fosfatidilcolina de soja, avaliando as caracteristicas de incluséo deste farmaco variando-se os constituintes
estruturais dos lipossomas.
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Figura.l. Férmula estrutural da Isotretinoina (Acido 13-cis-retinéico).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Materiais

Isotretinoina foi adquirida da MAG Quimica (Itélia). Na preparacdo dos lipossomas foram itilizados Epikuron
200 (Degussa BioActives), colesterol (Avanti Polar Lipids) e a-tocoferol (Sigma). Demais reagentes utilizados foram
de grau analitico ou superior.

2.2. Métodos
2.2.1. Preparacao dos lipossomas

Lipossomas foram preparados pelo método de injegdo de cloroférmio utilizando fosfatidilcolina de soja (PC -
Epikuron 200), colesterol e a-tocoferol na razédo molar de 4:1:0,004.

Na preparagao dos lipossomas, a fase organica foi gotejada sobre a fase aquosa, composta pelo tampao IPB
sob agitacédo através de uma pequena barra magnética a temperatura de 60-65°C. A evaporagao da fase organica foi
promovida por agitagdo adicional, mantendo-se a temperatura de 60°C, originando vesiculas unilamelares grandes
(LUVs), que apds sonicagao foram reduzidas a vesiculas unilamelares pequenas (SUVs).

Lipossomas contendo isotretinoina foram obtidos adicionando-se a isotretinoina na fase organica juntamente
com os componentes estruturais das vesiculas.

2.2.2. Medida do Tamanho dos Lipossomas
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A determinacdo do tamanho das vesiculas foi realizada empregando a técnica de espalhamento de luz em
equipamento ZetaSizer Nano (Malvern Instruments, UK). Uma aliquota de amostra (1,5 mL) foi introduzida no porta-
amostras do equipamento e analisada a 25°C. Na analise, foi obtido o Z-average, que corresponde ao didmetro médio
dos lipossomas. A distribuicdo do tamanho das vesiculas foi caracterizada, utilizando o indice de polidispersibilidade,
o qual & medido pela extensao da distribuigdo do tamanho das vesiculas (Muller, M.; et al., 2004).

2.2.3. Separagao do farmaco livre

Lipossomas contendo o farmaco encapsulado foram separados da fragdo de isotretinoina livre por
cromatografia de exclusao, utilizando uma coluna de vidro de 25 cm de comprimento x 1 cm de didmetro interno,
empacotada com Sephadex G-50 Fine (Amersham Biosciences).

Dois mililitros das preparagdes lipossomais foram aplicados sobre a coluna de sephadex e, eluidos com
tampao IPB. Apds a aplicagao, fragdes de 3,5mL foram coletadas e cada fragao foi submetida a leitura de absorbancia
em espectrofotémetro UV-VIS (Cary 50, Varian) para acompanhamento da elui¢gdo dos lipossomas e do farmaco.

2.2.4. Determinagéo da Eficiéncia de Encapsulagéo

A quantidade de isotretinoina encapsulada foi calculada com base na curva de calibragdo obtida por
espectrofotometria. Para estas determinagdes, os lipossomas presentes nas fragdes contendo o farmaco encapsulado
foram rompidos através da adigdo de etanol, em uma razao 1:3 (v/v).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Perfil de formacgao dos lipossomas
Foram realizados estudos quanto ao perfil de formagdo dos lipossomas, levando-se em consideragdo o

didmetro das vesiculas em relagdo ao tempo de sonicagédo (Fig.2). Nos testes realizados foi possivel observar as
possiveis interferéncias dos diferentes constituintes dos lipossomas no seu perfil de formagéao.
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Figura 2. Perfil de formagao de lipossomas: Redugao do diametro (Z-ave) em relagéo ao tempo de sonicagéo. PC:
fosfatidilcolina, Col: colesterol, a-T: a-tocoferol.

Lipossomas preparados exclusivamente por PC apresentaram o perfil esperado para o diametro das
vesiculas, uma vez que no tempo zero, ou seja, apos a preparagdo dos lipossomas, estes se encontraram na forma
de vesiculas unilamelares grandes (LUV), o que é caracteristica do método de preparagdo. Ja com o decorrer do
tempo de sonicagdo, o didmetro das vesiculas foi reduzido, observando o surgimento de vesiculas unilamelares
pequenas (SUV).

A amostra constituida por PC e colesterol, este ultimo utilizado para melhorar a estabilidade das preparacoes
lipossbmicas, levou a obtencdo de lipossomas maiores. Assim como demonstrado por GHANNAM, et al. (1999) e
COCERA, et al. (2003), o ensaio revelou um pequeno aumento do didmetro das vesiculas, devido a melhores
caracteristicas de empacotamento da bicamada.

A inclusdo do a-tocoferol na membrana dos lipossomas tem o intuito de garantir maior estabilidade quimica do
sistema sem interferir no perfil de formagao dos lipossomas uma vez que o a-tocoferol possui baixo peso molecular e
esta presente em pequena proporgado molar em comparagao com os demais componentes do sistema.

A figura 3 representa a distribuigdo das populagbes lipossomais expressa pela medida de intensidade do
espalhamento de luz em relagdo ao diametro das vesiculas em diferentes tempos de sonicagdo. Estes dados
permitem observar que no tempo zero, as amostras apresentaram-se distribuidas em diferentes populagdes, com
predominio de lipossomas de elevado diametro. Entretanto, no decorrer do tempo de sonicagdo, as amostras se
apresentaram mais homogéneas e com vesiculas de menor didmetro.
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Figura 3. Tamanho e distribuicdo de tamanho dos lipossomas em relagdo ao tempo de sonicagao.
3.3. Eficiéncia de Encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagdo da isotretinoina em lipossomas foi avaliada em relagdo as diferentes
quantidades de farmaco adicionado na preparagao e aos diferentes constituintes das vesiculas lipossomais (Tabela

1),
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Tabela 1. Didametro dos lipossomas e eficiéncia de encapsulagéo da isotretinoina.

Composigao dos | mg de farmaco Diametro da PDI
Lipossomas adicionado Eficiéncia de Encapsulagéo Vesicula (nm)
(%) mg encaps. | mg encaps./mg PC

PC 32 294 9,4 0,039 153,4 0,241
PC+CHOL+TOC 32 24,7 7,9 0,033 186,8 0,261

PC 24 28,3 6,8 0,028 154,9 0,210
PC+CHOL+TOC 24 24,2 5,8 0,024 167,6 0,198

PC 16 28,1 4,5 0,019 149,6 0,246
PC+CHOL+TOC 16 244 3,9 0,016 162 0,229

As preparagdes contendo colesterol e alfa-tocoferol apresentaram menor eficiéncia de encapsulagao para a
isotretinoina, provavelmente devido a competicdo destas moléculas pela bicamada lipidica no momento de formagao
dos lipossomas, implicando em uma reducgéo aproximada de 15% na eficiéncia de encapsulagdo em comparagdo com
os lipossomas constituidos apenas de fosfatidilcolina (Fig. 4).

Também foi avaliada a eficiéncia de encapsulagao frente a diferentes quantidades de farmaco adicionado,
observando-se que preparagdes contendo maiores concentragbes do farmaco apresentaram maior eficiéncia de
encapsulagao devido a maior disponibilidade do farmaco na preparagao. Entretanto, a eficiéncia de encapsulagao
apresenta-se diretamente proporcional a quantidade de farmaco adicionado até certo ponto, quando ocorre saturagao
da bicamada lipidica e ndo mais se observa a influéncia do farmaco adicionado, uma vez que a concentragdo de
fosfolipideos permaneceu a mesma.
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Figura 4. Eficiéncia de Encapsulagéo da Isotretinoina (mg), em relagdo a quantidade de farmaco adicionado (eixo x) e
em relagao aos diferentes constituintes das vesiculas.

3.4. Estabilidade das vesiculas

Os ensaios de estabilidade das preparagdes lipossomais em relacdo ao didmetro das vesiculas foram
executados com o intuito de observar possiveis ocorréncias de agregagao.

Amostras de lipossomas analisadas imediatamente apds o preparo e apds repouso por 20 dias a 4°C nao
demonstraram alteragdo de didmetro. Os resultados obtidos indicam a estabilidade destas preparagdes nestas
condicbes de armazenamento, uma vez que nao houve alteracdo do didmetro das vesiculas, ou ocorréncia de
agregacao. (Fig.5).



Alves, C. P. I.; et al. /Revista Eletronica de Farmacia Vol IV (1), 79-85, 2007. 84

Siza Distribution by Inansity Siza Distribution by Intansity

Inta nsity (25)
Intansity (25)

N | I T
ek ; e} 0 | 0 100 1000 10800
1000 10000 Diamatar () Lipossomas
PC + COL + a-T +1SO

Diamatar (nm)

Lipossomas PC+ISO

Figura 4. Teste de estabilidade dos lipossomas:
____Andlise apos preparagao; Analise apos repouso (20 dias).

4. CONCLUSOES

Lipossomas contendo isotretinoina apresentaram-se como vesiculas de pequeno didmetro e baixa
polidispersibilidade (PDI), resultando em uma preparagéo contendo grande numero de vesiculas com homogeneidade
na distribuicdo do tamanho e contendo o farmaco em concentragdes com potencial para futuras aplicagbes em
estudos de atividade farmacolégica.

A eficiéncia de encapsulagao da isotretinoina em lipossomas mostrou-se satisfatéria, uma vez que numerosas
vesiculas lipidicas permitiram a encapsulagéo do farmaco na bicamada lipidica, devido ao carater apolar da molécula.
A presenca de colesterol na bicamada lipidica parece exercer competicdo com a isotretinoina pela sua localizagéo,
reduzindo a eficiéncia de encapsulagao deste farmaco.
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