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RESUMO

A paromomicina (PA), um antibiético aminoglicosideo hidrofilico, tem sido
utilizada como alternativa para o tratamento topico de leishmaniose cutanea (LC).
Apesar de este regime ter mostrado resultados promissores, ele nao tem acelerado
a recuperacao em muitos casos. Isto pode ser atribuido, pelo menos em parte, a
baixa penetracdo da PA na pele. Uma vez que as formulagdes lipossomais
proporcionam aumento de penetragdo cutanea, o objetivo deste estudo foi preparar
e caracterizar lipossomas contendo PA e investigar seu potencial como sistema de
liberacdo topica deste antibidtico. Foram preparadas vesiculas unilamelares grandes
(LUVs) pelo método de evaporagcédo por fase reversa. Os lipides usados foram
fosfatidilcolina de soja (PC), PC/Colesterol (Chol) (razdo molar 60/40),
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e DPPC/Chol (razdo molar 60/40). Os experimentos
de permeagao cutdnea foram realizados utilizando pele de orelha de porco
montadas em células de difusdo de Franz. Trés modelos foram usados: pele intacta,
sem estrato cérneo (EC) e sem epiderme. A remogdo do EC (30 strippings) foi
confirmada por meio da determinagao da perda de agua transepidérmica (PAT) e de
analises histoldgicas, as quais demonstraram uma remocao quase completa do EC.
A retirada da epiderme foi confirmada por meio de analises histologicas. A
permeacao da PA através de pele intacta foi desprezivel, independente da
formulacao testada. Entretanto, a penetragcao cuténea (% da dose aplicada) foi de
7.2 £ 0.2%, 48 = 0.2% e 1.9 = 0.1% para PC, PC/Chol e solugdo aquosa,
respectivamente. A permeacido do farmaco através de pele sem EC foi de 19.6 +
0.8%, 6.1 £ 05% e 1.0 £ 0.6% para PC, PC/Chol e solucdo aquosa,
respectivamente, enquanto que a permeacgao através de pele sem epiderme foi de
7.3 £ 0.7%, 10 £ 2% e 26 £ 3%. Assim sendo, os lipossomas proporcionaram
aumento significativo da penetragdo e permeacdo da PA através da pele intacta e
sem EC, enquanto que uma liberagdo tdpica controlada foi observada em

permeacao através de pele sem epiderme.



ABSTRACT

Paromomycin (PA), an aminoglicoside antibiotic, has been used as an alternative for
topical treatment of the cutaneous leishmaniasis (CL). Although this treatment has
shown promising results, it has not been successful in accelerating the recovery in
most cases. This could be attributed, at least in part, to the low skin penetration of
PA. Considering that liposomal formulations usually provide skin penetration
enhancement, the aim of this study was to prepare and to characterize liposomal
formulations containing PA and to investigate their potential as topical delivery
systems of this antibiotic. Large unilamellar vesicles (LUVs) were prepared by
reverse-phase  evaporation method. The lipids wused were soybean
phosphatidylcholine  (PC), PC/Cholesterol (Chol) (molar ratio 60:40),
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and DPPC/Chol (molar ratio 60:40).
Permeation experiments using pig ear skin were performed in Franz diffusion cells.
Three models of skin were used: intact, stripped and without epidermis. The removal
of the stratum corneum (SC — 30 strippings) was confirmed by the determination of
transepidermal water loss (TEWL) values and by histological analysis, which
demonstrated an almost complete removal of EC. The removal of the epidermis was
confirmed by histological analysis. PA permeation through intact skin was negligible,
independent of the formulation tested. However, the skin penetration (as % dose
applied) was 7.2 + 0.2%, 4.8 £ 0.2% and 1.9 + 0.1% for PC, PC/Chol and aqueous
solution, respectively. Drug permeation across stripped skin was 19.6 + 0.8%, 6.1 £
0.5% and 1.0 = 0.6% for PC, PC/Chol and aqueous solution, respectively, whereas
permeation across skin without epidermis was 7.3 £ 0.7%, 10 £ 2% and 26 £ 3%.
Thus, liposomes provided significant PA penetration and permeation enhancement
across intact and stripped skin while controlled topical delivery was observed in

permeation across skin without epidermis.



INTRODUCAO 15

1 INTRODUGCAO

A administracdo parenteral de antimoniais pentavalentes dentre eles, o
estibogluconato de sodio (Pentostam®) e antimoniato de n-metilglucamina
(Glucantime®), em uma dose diaria de 20 mg Sb*°/kg durante 20 a 30 dias constitui o
tratamento de primeira escolha para as leishmanioses em geral. Entretanto, a
toxicidade deste regime é muito alta, sendo relatados mialgias, artralgias, sintomas
abdominais como pancreatite quimica e hepatoesplenomegalia, dores de cabeca,
diminuigao dos niveis de plaquetas e cardiotoxicidade.

Uma alternativa inovadora para tratamento da forma cutédnea desta doenca
(leishmaniose cutanea — LC) é um agente topico que pode ser aplicado diretamente
sobre a lesdao devido a simplicidade de administracdo e reducdo dos custos de
aplicacao. A aplicagcao de uma formulacao tépica de baixa toxicidade surge como
uma possibilidade para resolver o problema da falta de opg¢des terapéuticas.

A paromomicina (PA), um antibiético aminoglicosideo, vem sendo o farmaco
mais usado nesta modalidade de tratamento. No entanto, apesar desta opcao ter
sido avaliada ha muitos anos, seu uso clinico ainda nao foi consagrado, devido aos
resultados variaveis.

Uma consideragcao importante no tratamento tépico da LC é a condicédo da
pele. Formulacdes topicas podem ser aplicadas em lesbes ulceradas, as quais
perderam a protecao do estrato cérneo (EC), ou em lesdes com hiperqueratose, que
representam uma barreira adicional a absorgédo. A penetracdo cutdnea de farmacos
hidrofilicos, tais como a PA, através de pele intacta geralmente é dificultada pela
incapacidade de penetrar no EC. Neste sentido, lipossomas podem constituir uma
alternativa interessante para veicular este antibiético.

Estudos prévios mostraram que lipossomas s&o capazes de aumentar a
permeacao e penetracdo da PA na pele intacta e promover liberagcdo controlada na
pele sem EC. No entanto, estes estudos foram conduzidos com pele de
camundongos glabros, um modelo limitado para simular a pele humana. Portanto,
este trabalho tem por objetivo ampliar aqueles estudos, investigando a estabilidade e
permeacao cutanea da PA a partir dos lipossomas aplicados sobre a pele da orelha

de porco, um modelo relevante para a pele humana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leishmanioses

A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) considera a leishmaniose uma das
seis mais importantes doencas tropicais, com 2 milhdes de casos novos a cada ano
(1 a 1,5 milhdo apenas para LC), sendo que aproximadamente 12 milhdes de
pessoas estdo infectadas atualmente em todo o mundo e aproximadamente 350
milhdes estdo em situagao de risco (DESJEUX, 2004; OMS, 2007).

Apesar de a leishmaniose afetar 88 paises, cerca de 90% dos casos de LC
ocorrem no Afeganistdo, Algéria, Ira, Arabia Saudita e Siria, no “Velho Mundo” e
Brasil e Peru, no “Novo Mundo”, enquanto que 90% dos casos de leishmaniose
visceral ocorrem em Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil (DESJEUX, 2004;
OMS, 2007).

As formas clinicas da leishmaniose sao particularmente diversas e
representam um complexo de doencgas: a leishmaniose visceral, que é fatal quando
nao tratada, a leishmaniose mucocutidnea, uma doeng¢a mutilante, a leishmaniose
cutanea difusa, uma doenca de longa duracdo devido a resposta imune celular
deficiente e a LC (DESJEUX, 2004). A forma cutédnea da doenga é a mais comum e
pode causar de 1 a 200 lesdes na pele que podem ou nao ser de dificil tratamento,
sendo que neste caso podem acarretar deformidades e sequelas (OMS, 2007).

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios (Figura 1) da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania, que parasitam
células do sistema fagocitario mononuclear de humanos e outros mamiferos,
principalmente macréfagos (CORREA et al., 2005).

Os parasitas se multiplicam na saliva do flebotomineo e se tornam infectantes
em 8 a 20 dias. Ao picar um animal ou ser humano infectado, as fémeas do
flebotomineo (Phlebotomus spp. e Lutzomyia spp.) tornam-se infectadas. Os
parasitas sao inoculados quando o flebotomineo pica sua vitima seguinte. Os
flebotomineos sdo mais ativos do anoitecer até a madrugada (DESJEUX, 2004;
MURRAY et al., 2005).
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Figura 1 — Forma promastigota de Leishmania sp.

2.2 Leishmaniose Cutanea

Multiplas espécies causam a LC em criangas e adultos, principalmente
Leishmania (Leishmania) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica (Velho Mundo); L.
(L.) infantum e L. (L.) chagasi (regido do Mediterraneo e mar Caspio); L. (L.)
mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
peruviana e L. (V.) guyanensis (Novo Mundo) (MURRAY et al., 2005).

A LC resulta da multiplicagdo da Leishmania nos fagécitos da pele. Na
progressao classica da doenca, as lesdes evoluem de papulas para nédulos e
depois para ulceras e podem ou nao se curar espontaneamente, sendo que a cura
acontece em 90 % dos casos em 3 a 18 meses (BERMAN, 2005; DAVIES et al.,
2003).

A lesao tipica da LC é uma ulcera ndo-dolorosa bem circunscrita com uma
borda elevada e endurecida, além de uma base necrotica que é geralmente coberta
por uma crosta de exsudato seco. A maioria dos pacientes tem uma ou duas lesoes,
geralmente nas partes expostas, variando de 0,5 a 3 cm de didmetro. Ha, entretanto,
consideraveis variagées, como, por exemplo, algumas lesées que ndo ulceram e
multiplas lesbdes, encontradas no Velho Mundo (Figura 2). Infec¢cdo bacteriana
secundaria € comum e pode levar a dor. Normalmente, as lesdes se curam em

meses ou anos, deixando uma cicatriz (HEPBURN, 2003).
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Figura 2 — Lesbes caracteristicas da LC.

(A) Leishmaniose cutinea localizada (lesdo em inicio de processo de reepitelizagdo). (B)
Leishmaniose mucocutanea. (C) Leishmaniose cuténea disseminada. (D) Leishmaniose cuténea
difusa. (BRASIL, 2000; MURRAY et al., 2005)

2.3 Quimioterapia da Leishmaniose Cutéanea

O tratamento de primeira escolha para a LC tem sido a administragcao
parenteral de antimoniais pentavalentes, na forma de estibogluconato de sdédio
(Pentostam®) e antimoniato de n-metilglucamina (Glucantime®), em uma dose diaria
de 20 mg/kg/dia de antiménio durante 20 dias (BERMAN, 2005). Entretanto, a
toxicidade destes medicamentos é muito alta, sendo relatados mal-estares, anorexia,
mialgias, artralgias, sintomas abdominais como pancreatite quimica e
hepatoesplenomegalia, dores de cabega, leve leucopenia, diminuigdo dos niveis de
plagueta e cardiotoxicidade. Além disso, ultimamente, tém aparecido sinais de
resisténcia aos antimoniais, especialmente na india (CROFT & COOMBS, 2003;
HEPBURN, 2003).

A anfotericina B e a pentamidina, administradas por via parenteral, constituem
os farmacos de segunda escolha. No entanto, estes farmacos também estao
associados a incidéncia elevada de reacdes adversas. A utilizagdo de anfotericina B
lipossomal, bem com de outras formulacdes lipidicas, incluindo um complexo lipidico
e uma dispersao coloidal, estdo disponiveis, mas possuem custo elevado. A
administracdo oral da miltefosina e tdpica do Imiquimod® ainda estdo em carater
experimental (BERMAN, 2005; CROFT et al., 2006).
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Uma alternativa inovadora para tratamento da forma cuténea desta doenca
(LC) é um agente topico que pode ser aplicado diretamente sobre a lesdo devido a
simplicidade de administracdo e redugcdo dos custos de aplicagdo. A aplicagao de
uma formulagao tépica de baixa toxicidade surge como possibilidade para resolver o
problema da falta de opgdes terapéuticas, sendo este regime mais seguro e eficaz
(BERMAN, 2005).

2.3.1 Paromomicina

A PA ou aminosidina, antibioético aminoglicosideo (Figura 3) que difere da
neomicina B apenas pela substituicdo de CH,OH por CH;NH, em um dos trés
agucares, € o farmaco mais investigado para o tratamento tépico da LC. A PA, uma
molécula polar, relativamente insoluvel em lipides e de elevada massa molar (615,64
g/mol), possui um amplo espectro de acao, incluindo atividade contra protozoarios,

bactérias e cestodios (SWEETMAN, 2005).
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Figura 3 — Férmula Estrutural da PA (BARBIERI & PILCH, 2006 — modificado).

2.3.1.1 Estudos in vitro

Com o objetivo de selecionar um farmaco leishmanicida a ser incorporado em
uma formulagao tépica, EL-ON & GRENBLATT (1983) conduziram estudos in vitro
utilizando amastigotas de L. (L.) major em macréfagos peritoniais de camundongos.
Somente o sulfato de paromomicina (PA), na concentragdo de 10 pg/mL, eliminou
totalmente os parasitas intracelulares sem causar toxicidade relevante aos

macrofagos.
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Em outro estudo, NEAL et al. (1995) verificaram a atividade da PA contra
diferentes espécies de leishmania, na forma de amastigotas em macrofagos
peritoniais coletados de camundongos CD1. A PA apresentou alta eficacia contra L.
(L.) major e L. (L.) tropica, entretanto, a eficacia foi menor em relacédo as cepas do

Novo Mundo - L. (V.) panamensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana.

2.3.1.2 Estudos in vivo

Diversos estudos in vivo, utilizando animais experimentalmente infectados,
foram realizados. Agentes quimioterapicos com atividade leishmanicida potencial ou
estabelecida foram incorporados em diferentes pomadas ou bases para cremes e
testados em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major. Somente
formulagdes contendo PA (15%), associada ao cloreto de metilbenzetonio (CMB) a
12%, incorporados em pomada de vaselina branca, se mostraram eficazes (EL-ON
et al., 1984). Estudos posteriores também confirmaram a eficacia da combinacao PA
a 15 % e CMB a 12 % utilizando, inclusive, outras espécies de Leishmania (EL-ON
et al. 1987, EL-ON et al.,, 1989 e CARTER et al., 1989). No entanto, o CMB, um
tensoativo quaternario de aménio, se mostrou muito irritante.

A fim de reduzir esta reacao inflamatéria, o CMB foi substituido pela uréia
(NEAL et al., 1994) ou pela gentamicina (GROGL et al., 1999). Estas formulacdes
mostraram alta taxa de cura em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major.

A eficacia de uma nova formulagao (gel hidrofilico) contendo PA foi maior do
que o antiménio em camundongos infectados com L. (L.) amazonensis, enquanto
que, para hamsters infectados com L. (V.) braziliensis, a eficacia foi similar para os
dois tratamentos (GONCALVES et al., 2005). Quando comparada com um
antifungico triazol (fluconazol), topico ou oral, a eficacia do gel foi maior contra L. (L.)
major ou L. (L.) amazonensis (MUSSI & FERREIRA, 2007). Esta formulagao
inovadora do gel hidrofilico da PA apresenta vantagens em relagdo a pomada
PA/CMB, devido a auséncia do agente diretamente implicado na toxicidade local

(CMB), bem como pelo fato de a concentragdo de PA ser menor (10%).
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2.3.1.3 Estudos clinicos

Em um estudo clinico, dois pacientes portadores de LC recidivante causada
por L. (L.) tropica foram curados mediante um tratamento com uma pomada
contendo 15% de PA e 1 % de CMB. Eles foram tratados duas vezes ao dia e
acompanhados durante 10 a 12 meses (EL-ON et al., 1985).

EL-ON et al. (1986) trataram pacientes infectados por L. (L.) major com uma
pomada contendo PA a 15% e CMB a 12%, obtendo 72% de cura. Em um outro
estudo, esta taxa foi de 76,6% com a mesma formulagao, entretanto, para a pomada
contendo PA a 15% e CMB a 5%, a taxa de cura foi de 66,6% dos pacientes (EL-ON
et al., 1992).

A avaliagdo clinica de uma pomada contendo PA a 15% foi realizada em
pacientes do Sudao infectados por L. (L.) major, os quais foram tratados duas vezes
ao dia durante 10 dias (EL-SAFI et al., 1990). A eficacia de uma pomada contendo
PA a 15% e uréia a 10% foi avaliada em pacientes infectados por L. (L.) major duas
vezes ao dia, durante 14 dias, por ASILIAN et al. (1995) e BEN SALAH et al. (1995),
no Ird e na Tunisia, respectivamente. Os resultados destes estudos nao revelaram
diferencgas significativas entre o grupo tratado e o placebo. Entretanto, um tratamento
de 12 semanas em pacientes com LC do Velho Mundo, utilizando uma formulag&o
contendo PA a 12 ou 15% e uréia a 10%, obteve uma cura equivalente a 85%
(BRYCESSON et al., 1994).

WEINRAUCH et al. (1993), em Belize, obtiveram 68% de cura dos pacientes
infectados por L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana com uma pomada contendo 15%
de PA e 12% de CMB duas vezes ao dia durante 14 a 21 dias. No Equador, 72%
dos pacientes infectados com L. (V.) panamensis obtiveram cura apds 50 dias de
tratamento (KRAUSE & KROEGER, 1994), ao passo que na Guatemala 91,4% dos
pacientes tratados por 20 dias apresentaram cura clinica, 13 semanas apés o fim do
tratamento, contra 39,4% de cura no grupo que recebeu o placebo (ARANA et al.,
2001).

A associacdo do tratamento topico contendo PA e CMB ao tratamento
parenteral utilizando N-metilglucamina foi avaliada em pacientes infectados por L.
(L.) braziliensis e L. (V.) panamensis (SOTO et al.,1995; SOTO et al., 1998). No
primeiro estudo, a cura foi de 90% dos pacientes tratados, enquanto que, no

segundo, a taxa de cura foi 58% dos pacientes. Esta diferenca é sugerida, segundo
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o autor, a um controle maior no segundo estudo. O critério de cura deste estudo foi
criticado por KRAUSE & KROEGER (1999), ja que ocorre um aumento da leséo
provocado pela reacéo inflamatéria do CMB, o que retarda a cicatrizacio de ferida.

A eficacia de uma pomada contendo 15% de PA e 10% de uréia foi avaliada
no tratamento da LC nao-ulcerativa causada por L. (L.) mexicana e L. (L.) chagasi. O
grupo tratado e o controle ndo apresentaram diferencas significativas, talvez pelo
fato de que as lesdes nao estavam ulceradas, o que limitaria a penetracdo cutanea
do farmaco (NEVA et al., 1997).

SOTO et al. (2002) avaliaram a eficacia de uma emulsao hidrofilica tipo éleo
em agua (O/A) contendo 15% de PA e 0,5% de gentamicina em pacientes
colombianos infectados por L. (V.) panamensis. A taxa de cura do grupo tratado
(61%) nao foi significantemente diferente daquela observada com o placebo (55%).

No Ira, dois estudos revelaram a ineficacia do tratamento tépico contendo PA
a 15% e uréia a 10% em pacientes com a leishmaniose do Velho Mundo. A taxa de
cura em ambos foi de 17% (FAGHIHI & TAVAKOLI-KIA, 2003; IRAJI &
SADEGHINIA, 2005). ASILIAN et al. (2003) também trataram pacientes iranianos
com uma pomada contendo PA, a fim de comparar a eficacia clinica e parasitolégica
de um tratamento de duas semanas com aquele de quatro semanas. A cura clinica e
parasitologica foi de 74% e 44%, respectivamente, para o tratamento por quatro
semanas e de 59% e 24% para os pacientes que foram tratados por duas semanas.

O conjunto destes resultados mostra que a eficacia das preparagdes tépicas
contendo PA associada ao CMB é geralmente maior do que aquela da PA/uréia, a
despeito do fato de que um estudo recente tenha mostrado taxa de cura similar entre
as duas formulagées (ARMIJOS et al., 2004). O CMB e a uréia tém sido
incorporados nestas formulagdes com o objetivo de aumentar a penetragédo cutanea
da PA, no entanto, isto ndo tem sido investigado experimentalmente. Nao existem
evidéncias do papel acelerador de absor¢cdo do CMB e existem poucos relatos sobre
esta atividade em relacéo a uréia.

Uma anadlise desses dados mostra também que, embora a PA seja tenha
atividade leishmanicida comprovada (NEAL et al., 1995), os resultados dos estudos
clinicos sdo inconsistentes. Estes resultados podem ser explicados, pelo menos em
parte, pela baixa penetracdo da PA na lesdo. Seu carater hidrofilico e massa

molecular alta (MM ~ 1000) limitam sua penetragao através da pele.
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2.3.1.4 Permeacéo cutanea in vitro da PA

A permeacdo cutédnea in vitro da PA, na auséncia do EC, a partir de
formulacdes hidrofilicas (gel e emulsédo O/A) foi consideravelmente maior quando
comparada com uma pomada de vaselina (GOMES et al., 1998; FERREIRA et al.
2004; CASTRO et al., 2003).

No entanto, estes estudos de permeacgao cutanea in vitro foram conduzidos
com a pele de camundongos, um modelo que tem sido considerado de baixo valor
preditivo em relagcao a pele humana. Entretanto, a pele suina tem sido considerada
um modelo mais relevante para a pele humana e, portanto, mais interessante para
este tipo de estudo (JACOBI et al., 2007; WALKER et al., 1997).

2.4 Pele

2.4.1 Estrutura da pele

A pele é composta principalmente de duas partes: a epiderme e a derme. A
derme é um tecido conjuntivo em que se encontram varias estruturas como foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas e vasos sanguineos. A epiderme, um
epitélio estratificado pavimentoso, é avascular. Os nutrientes e oxigénio chegam a
epiderme por difusdo a partir de vasos sanguineos da derme (Figura 4).

A epiderme apresenta varias camadas que vao desde o estrato basal até o
EC. O estrato basal, que € o mais profundo, esta em contato com a derme e é
constituido por células cubicas, pouco diferenciadas, que se dividem continuamente
e dao origem a todas as outras camadas. Algumas destas células diferenciam-se e
passam para as camadas mais superficiais, enquanto outras permanecem na
camada basal e continuam a dividir-se. O EC, camada mais externa da epiderme, é
considerado a principal barreira a entrada e saida de substancias. O EC é
constituido de células achatadas eosindfilas com grande quantidade de filamentos.
Possui de 10 a 20 um de espessura, e € composto por células funcionalmente

mortas e queratinizadas, denominadas cornedcitos.
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Figura 4 — Representagdo da estrutura da epiderme apresentando as 4 principais camadas nos
diferentes estagios de diferenciacdo (MORGANTI et al., 2001 — modificado).

As propriedades de barreira do EC sao atribuidas a composicao dos lipides
presentes e, em especial, ao excepcional arranjo estrutural desta matriz intercelular

e ao envelope lipidico que circunda as células (MOSER et al., 2001).

2.4.2 Rotas de penetracao

Ha trés vias potenciais de penetracdo de moléculas na pele: através dos
foliculos pilosos associados as glandulas sebaceas; através das glandulas
sudoriparas; ou através da epiderme (BARRY, 2001). Porém, os apéndices da pele
ocupam apenas 0,1% da superficie total da pele e a contribuicdo dessa via de
penetracdo € normalmente considerada pequena (MOSER et al., 2001).

Neste sentido, a via transepidérmica (através da epiderme), € considerada a
mais importante. Ha duas possiveis rotas de penetracdo através da epiderme
(Figura 5): a rota lipidica intercelular, que ocorre entre os cornedcitos, e a rota

transcelular que ocorre através dos cornedcitos e lipideos (MOSER et al., 2001).
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Figura 5 — Diagrama simplificado do EC e duas micro-rotas de penetragdo de farmacos (BARRY,
2001).

2.4.3 Avaliagdo da permeagéo cutanea in vitro

A permeacao de farmacos através da pele pode ser investigada in vitro, uma
vez que este tecido conserva suas caracteristicas de permeabilidade apds a excisao.
A permeacéao cutanea in vitro tem sido extensivamente investigada com fragmentos,
de pele humana ou animal, montados em células de difusdo de Franz (CDF) (Figura
6).

COMPARTIMENTO DOADOR

CHAPEU

PELE
COMPARTIMENTO RECEPTOR

ABERTURA PARA AMOSTRAGEM

SAIDA DE AGUA
CAMISA DE AGUA (37°C)

ENTRADA DE AGUA (37°C)

BARRA MAGNETICA

Figura 6 - Representagédo esquematica de uma célula de difusdo de Franz.
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Nesses experimentos, os fragmentos de pele sao colocados horizontalmente
na CDF dividindo-a em dois compartimentos: doador e receptor. O uso de pele
humana nestes estudos apresenta limitagcdes inerentes as dificuldades de obtencao
e as variabilidades individuais, além de requerer a aprovacdo do Comité de Etica
Médica (GUPTA et al., 1999; BENECH-KIEFFER et al., 2000). A pele suina é uma
alternativa interessante, uma vez que ela tem sido considerada um modelo relevante
para a pele humana (SIMON & MAIBACH, 2000; WALKER et al., 1997).

A pele de porco apresenta similaridades fisiolégicas e histolégicas (morfologia
geral, espessura e estrutura da epiderme, espessura do EC, estrutura da derme,
conteudo de lipidios, estrutura folicular, presenca de tecido adiposo subcuténeo,
glandulas sebaceas associadas aos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas) em
relacdo a pele humana (DICK & SCOTT, 1992; JACOBI et al., 2007). Além disso,
este modelo apresenta maior disponibilidade quando comparado a pele humana
(DIEMBECK et al., 1999; BENECH-KIEFFER et al., 2000). Apesar de se utilizar pele
suina da regido dorsal em alguns estudos, a pele da regido da orelha é mais
confiavel e tem sido usada por muitos pesquisadores (DICK & SCOTT, 1992).

Os fragmentos de pele usados podem ser intactos ou artificialmente
lesionados a fim de simular uma situacgao clinica. Existem diferentes métodos para
lesionar artificialmente os fragmentos de pele seja por meio da remogéo do EC seja
por meio da retirada da epiderme.

O método mais comumente empregado para a remog¢ao do EC é o uso da
técnica do tape stripping (BENECH-KIEFFER et al., 2000). Nesta técnica, o EC é
removido mecanicamente com uma fita adesiva firmemente aderida ao fragmento de

pele (Figura 7).

Tape Stratum
corneum

Epidermis Epidermis

Figura 7 — Representacdo esquematica da retirada do EC por meio da técnica do tape stripping.
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A utilizacdo de um cilindro que exerca uma pressao constante sobre a pele
tem minimizado a influéncia das invaginagcdes que dificultam a retirada total do EC
(LADEMANN et al., 2005). A remogao completa do EC pode ser comprovada por
meio de analises histologicas (JACOBI et al., 2005) e/ou das medidas da perda de
agua transepidérmica (PAT).

A PAT mede o fluxo de agua através do EC e reflete mudangas na sua
estrutura e espessura apos sua remogéo por meio do tape stripping (WEIGMANN et
al., 2005). As medidas s&o realizadas com o auxilio de um eletrodo conectado a um
aparelho que detecta mudangas na transmissdo do vapor de agua imediatamente
acima da superficie cutanea. Este eletrodo mede a umidade relativa e temperatura

acima da pele (Figura 8). Quanto maior a umidade relativa maior a PAT.
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Figura 8 — Representacdo esquematica de um eletrodo responsavel pelas medidas da PAT.

O método mais usado para a remocgao da epiderme consiste na imersdo do
fragmento de pele em agua a 60 °C durante 60 segundos e remogao desta camada
com auxilio de um bisturi (DICK & SCOTT, 1992). Este procedimento ndo induz
modificacdes de permeabilidade da pele quando comparado aos métodos que
utilizam diferentes solugdes quimicas para a imersdao do fragmento (BRONAUGH,
1995).

Uma importante consideragcao no tratamento topico da LC é a condicédo da
pele. A LC geralmente se desenvolve em uma ulcera com perda de epiderme e
derme (NEAL et al., 1994; ASILIAN et al, 1995), resultando em um

comprometimento da funcio barreira da pele. Assim, as formulagdes topicas podem
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ser aplicadas em lesdes abertas, as quais perderam a protecao do EC, ou em lesdes
com hiperqueratose, que representam uma barreira adicional a absorgao.
Penetracéo cutdnea de farmacos hidrofilicos, tais como a PA, através de pele intacta
geralmente é dificultada pela incapacidade de penetrar no EC. Lipossomas podem
aumentar a penetracao cutdnea de farmacos hidrofilicos, quando comparados com
formulagdes convencionais (du PLESSIS et al., 1994; HONZAK et al., 2000), bem
como proporcionar liberagdo sustentada quando aplicados na pele lesionada (KIM et
al., 1997). Assim, lipossomas contendo PA seria uma alternativa interessante para

tratamento topico da LC.

2.5 Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas basicamente por substancias
anfifilicas que se associam espontaneamente na forma de bicamadas contendo no
centro uma cavidade aquosa (Figura 9). Geralmente sdo formados por fosfolipides
de origem natural, sintética ou semi-sintética e possuem grande potencialidade para
o transporte de substancias hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas (LASIC, 1998). As
substancias hidrofilicas podem ser encapsuladas no meio aquoso interno, as
lipofilicas na porgdo apolar das bicamadas e as anfifilicas na interface hidrofilica-
lipofilica (JUNGINGER et al., 1991).

Os fosfolipides sao substancias anfifilicas constituidas por uma molécula de
glicerol ligada em uma das extremidades a um grupo hidrofilico como a colina
(fosfatidilcolina), etanolamina (fosfatidiletanolamina), serina (fosfatidilserina) ou
inositol (fosfatidilinositol); esterificada nas hidroxilas remanescentes por &cidos
graxos contendo de 10 a 24 atomos de carbono com 0 a 6 ligagbées duplas (Figura
10). O glicerol pode ser substituido por esfingosina, base aminada componente dos

cerebrosideos, formando os esfingolipideos (NEW, 1990).
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Figura 9 — Tipos de agregacdo molecular das moléculas lipidicas e tipos de lipossomas (LASIC, 1998)

Glicerofosfolipides

0
Q W@ H o)l\/\/\/\/:\/\/\/\/
51 E 1] ;
E“- u ﬁO’L\/\/\/\ﬂ/\/\/\/ ao:c}\/o—ﬁ:o\,)"\/
@ o0 38
N AL L g o Fosfatidilserina
° 0 Fosfatidilcolina
H oH
i/\/\,/\w " : 3 \ I
WS Y, >y NN AT
H—\ﬁ/\/ufﬁo‘-o\/‘)\/o‘m/‘\/\v/\/\/\/\/\/‘\/ e T o T a‘g
H s 3 Ha a e s
Fosfatidiletanolamina Fosfatidilinositol
Principais derivados de Fosfatidilcolina
o] ? (o] |O|
./W-W\/‘\/‘\VJ\Q ".\-D’,P—Ox...,f’\ o /\\/\/W‘\/\AOWO'F‘O\/\ N
“v‘"“\v/"\v/“\../“\./"\../\./“ﬁro‘ H o" |\ WW‘YO H : ~
o (o]
1.2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DPPC) 1.2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DMPC)
0 g PR SR
\/\/\/\/7\AM’JKO/\\<:’\‘O"}=“O\/‘N‘/ R NP e — ~— -0 “; 0'0’, 0.\/‘\’\‘:,.
& - -~ -~ ~ H - ~
,/‘\/‘W‘\\:/\\‘/ﬁ,f\f\\nfo H o | e e e e e T ‘-,/\nzo |
(o]
o
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DOPC) 1.2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DSPC)

Figura 10 — Férmula estrutural dos glicerofosfolipides e dos principais derivados de fosfatidilcolina
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Os esterdis, como o colesterol, por si s6 nado formam estruturas em
bicamadas, entretanto, sdo componentes importantes das membranas bioldgicas
naturais e a sua incorporagao aos lipossomas pode trazer grandes mudangas nas
propriedades destas membranas. O colesterol (Figura 11) por ser uma molécula
anfifilica, se insere na membrana com seu grupo hidroxila orientado em diregao a
superficie aquosa e a cadeia alifatica alinhada paralelamente as cadeias dos acidos
graxos, no centro da bicamada. A hidroxila do colesterol € posicionada
paralelamente aos residuos carboxilicos dos fosfolipides.

O colesterol pode reduzir ou aumentar a fluidez dos fosfolipides que
compdem a bicamada lipidica. No caso dos fosfolipides de baixa temperatura de
transicdo de fase gel/liquida (temperatura na qual a membrana passa de forma gel
ou sélida para a fase liquido-cristalina ou fluida, na qual ha um livre movimento de
moléculas individuais), o colesterol reduz a fluidez da membrana. Ja para os
fosfolipides de elevada temperatura de transicao de fase, na qual ndo ha um livre

movimento de moléculas individuais, o colesterol aumenta a fluidez da membrana.
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Figura 11 — Férmula estrutural do colesterol (A) e representacao da interagdo entre o colesterol (Chol)
e uma molécula de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (DING et al., 2005 — modificado)

2.5.1 Caracterizacédo dos lipossomas
A distribuicdo de tamanho, lamelaridade, teor de encapsulacéo e estabilidade

dos lipossomas podem ser monitoradas por diferentes técnicas de caracterizacao

quimica e fisico-quimica. O tamanho pode ser medido por varios tipos de
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microscopia, tais como microscopia eletrénica de transmissdo e microscopia de
forca atdbmica; espectroscopia por correlagdo de fétons e até cromatografia liquida
de alta eficiéncia utilizando o principio de exclusdo por tamanho. O teor de
encapsulacdo pode ser medido apds separacdo do material ndo encapsulado,
destruicdo da membrana lipidica liberando o material encapsulado e mensuragao da
quantidade de farmaco encapsulada por diferentes técnicas, tais como
cromatografia, absor¢gdo molecular, fluorimetria, ELISA, etc. (NEW, 1990).

Outra maneira empregada para caracterizar os lipossomas é a medida de seu
potencial zeta, que pode ser definido como o potencial existente na fronteira entre a
superficie de uma particula individual e seus ions associados, no plano de
cisalhamento. A carga ndo pode ser medida diretamente, mas pode-se determinar a
grandeza da carga elétrica pelas medidas da mobilidade eletroforética das particulas
submetidas a aplicagdo de um determinado campo elétrico (FLORENCE &
ATTWOOD, 2003). O conhecimento do potencial zeta de um lipossoma pode ajudar

a prever a estabilidade e o destino de lipossomas in vivo (RUOZI et al., 2005).

2.5.2 Aplicacéao tépica

A absorcgao percutanea de farmacos hidrofilicos através da pele é usualmente
baixa e lipossomas representam uma alternativa interessante para contornar este
obstaculo.

As substancias hidrofilicas tém sua penetragdo cutdnea aumentada em
muitas vezes a partir de lipossomas multilamelares (HONZAK et al., 2000). Estes
autores, utilizando como modelo de substancia hidrofilica o GluSL (N-(1-oxil-2,2,6,6-
tetrametil-4-piperidinil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-hexanoamida), mostraram que
lipossomas compostos de lecitina de soja hidrogenada penetram apenas até o EC
onde se desintegram, enquanto aqueles compostos com lecitina de soja né&o
hidrogenada sdo capazes de carrear farmacos hidrofilicos até camadas mais
profundas da pele. Verma e colaboradores (2003) observaram que os lipossomas
nao s6 promovem a penetracdo na pele de uma substancia hidrofilica encapsulada
(no caso, a carboxifluoresceina), mas também de substéncia ndo-encapsulada.

O aumento da penetracao cutanea de farmacos encapsulados é criticamente
afetado pela composicdo e caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas
(KIRJAVAINEN et al., 1999). A propriedade de barreira do EC pode ser modificada
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pelos fosfolipides por meio de sua difusdo e mistura com o cimento lipidico e
consequente modificagao do coeficiente de particao, facilitando, assim, a penetracéo
dos farmacos encapsulados. Em outro estudo, a penetracdo de inulina, uma
substancia hidrofilica, nas camadas mais profundas do EC foi aumentada em 53% a
partir de lipossomas, sendo que a quantidade encontrada nas camadas mais
profundas da pele foi aumentada em 300% (du PLESSIS et al., 1994).

Outra vantagem da utilizagdo de lipossomas € a liberagdo controlada de
farmacos no sitio de acédo. Kim e colaboradores (1997), por exemplo, observaram
que um gel de lipossomas contendo hidrocortisona encapsulada gerou uma
concentracdo mais alta e sustentada de hidrocortisona que uma pomada.

De uma forma geral, vesiculas fluidas (“liquid-state”) aumentam a penetragao
nas camadas mais profundas da pele, enquanto que vesiculas rigidas (“gel-state”)
promoveram menor taxa de transporte do farmaco através do EC e,
consequentemente, menor permeacao cutanea. No entanto, estas vesiculas rigidas
proporcionam liberagcdo controlada. O mecanismo exato pelo qual acontece o
aumento da penetragao dérmica pelos lipossomas ndo € bem estabelecido, mas a
rota transepidérmica € considerada como importante para penetracdo tanto dos
lipossomas quanto das moléculas encapsuladas (BARRY, 2001; BOWSTRA &
HONEYWELL-NGUYEN, 2002, HONZAK et al., 2000).

FERREIRA et. al. (2004) avaliaram a permeacgao da PA a partir de lipossomas
LUV através da pele intacta e sem EC. Na pele intacta, a permeacao cutidnea da PA
a partir dos lipossomas LUV foi maior do que aquela observada a partir de uma
solucdo do farmaco. Na pele sem EC, os lipossomas proporcionaram liberagao
controlada. No entanto, estes estudos foram conduzidos com a pele de
camundongos glabros, um modelo limitado para simular a pele humana. Assim, este
trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia de alguns parametros, como o tipo de
lipide e a fluidez sobre a taxa de encapsulagao e estabilidade da PA. Os estudos de
permeacao cutanea in vitro serdo conduzidos com a pele da orelha de porco, um

modelo relevante para a pele humana.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver lipossomas contendo PA para tratamento tépico de LC e avaliar

sua permeacao e penetragao cutanea in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Preparacao da curva-padrao para a avaliacido da concentracdo de PA por ensaio
microbioldgico;

= Desenvolvimento e caracterizagdao quimica e fisico-quimica das formulacdes
lipossomais:
. avaliacido do teor de encapsulacdo da PA em funcdo da composicdo dos

fosfolipidios usados;
. determinacao do didmetro e potencial zeta dos lipossomas.

» Avaliagao da estabilidade das preparagoes lipossomais de PA;

» Validacdo do procedimento de remogao do EC por meio das medidas da perda
de agua transepidérmica e de analises histologicas;

» Validacdo do procedimento de remocao da epiderme por meio das analises
histoldgicas;

= Avaliar a permeacéo e penetragao cutanea in vitro da PA a partir dos lipossomas
através da pele da orelha de porco (intacta, sem EC e sem epiderme),
considerando a influéncia da fluidez das vesiculas na permeacao e penetragao

cutanea.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O sulfato de paromomicina, poténcia 757 mg/g, foi obtido da Antibidticos (Milao,
Italia). O padrao usado foi o sulfato de paromomicina, poténcia 730 mg/g (Padrao
USP). Os lipides foram os seguintes: fosfatidilcolina (PC, pureza > 98%, acidos
graxos livres < 0,1%; Lipoid, Alemanha), colesterol (Chol, pureza ~ 95%; Sigma-
Aldrich, Alemanha) e dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, pureza > 99%, acidos graxos
livres < 0,3%; Lipoid, Alemanha); o antioxidante foi o butilhidroxitolueno (BHT, Volp,

Brasil). Todos os demais reagentes e solventes foram de grau analitico.

O microrganismo padrao foi o Bacillus subtilis ATCC 6633. Os meios de cultura
usados foram: meio antibiético n® 1 (DIFCO, Franga) e meio antibiético n° 5 (DIFCO,

Franca).

Solucdes
Tampao Fosfato Salina (PBS) pH 7,4

Dissolveram-se 0,795 g de fosfato dibasico de sodio heptahidratado
(NapHPO4.7H20), 0,144 g de fosfato monobasico de potassio (KH2,PO4) e 9,0 g de
cloreto de sédio em 500 mL de agua destilada. Esta solugéo foi transferida para
baldo volumétrico de 1000 mL e o volume completado com agua destilada. Ajustou-
se o pH para 7,4 com acido cloridrico (HCI) 1 mol/L ou hidroxido de sodio (NaOH) 1

mol/L conforme a necessidade.

Tampao Fosfato pH 8,0

Dissolveram-se 16,73 g de fosfato dibasico de potassio (K;HPO,4), 0,523 g de
fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) em 500 mL de agua destilada. Esta
solucao foi transferida para baldo volumétrico de 1000 mL e o volume completado
com agua destilada. Ajustou-se o pH para 7,4 com HCI 1 mol/L ou NaOH 1 mol/L

conforme a necessidade.
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Tampao HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina)

Foram dissolvidos 2,38 g de HEPES (Vetec, Brasil), 8,48g de NaCl, 1,46 g de
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) em agua destilada. A preparagao foi
transferida para um baldo volumétrico de 1000 mL e o volume completado com agua
destilada. Ajustou-se o pH para 7,4 com HCI 1 mol/L ou NaOH 1 mol/L conforme a

necessidade.

Solugdes-estoque de lipides

Solugdes concentradas dos fosfolipides foram preparadas, a saber: uma
solugcdo de PC na concentracdo de 50 mmol/L (50 mM), uma de DPPC na
concentragdo de 50 mmol/L (50 mM) e outra de Chol na concentracdo de 20 mmol/L

(20 mM) conforme descrito abaixo.

1. Pesaram-se exatamente 393 mg de PC (MM = 786), adicionou-se BHT a 0,01%
em relacdo a massa total de lipides e dissolveu-se a mistura em 10 mL de
cloroférmio PA. Apds completa solubilizagdo, colocou-se a solugdo em um tubo de
vidro de borossilicato com tampa, em atmosfera inerte contendo nitrogénio.

2. Pesaram-se exatamente 376 mg de DPPC (MM = 752), adicionou-se BHT a
0,01% em relacdo a massa total de lipides e dissolveu-se a mistura em 10 mL
completa solubilizagdo, colocou-se a solugdo em um tubo de vidro de borossilicato
com tampa, em atmosfera inerte contendo nitrogénio.

3. Pesaram-se exatamente 77,4 mg de Chol (MM = 387), adicionou-se BHT a 0,01%
em relacdo a massa total de lipides e dissolveu-se a mistura em 10 mL de
cloroférmio PA. Apds completa solubilizagdo, colocou-se a solugdo em um tubo de
vidro de borossilicato com tampa, em atmosfera inerte contendo nitrogénio.

Estas solugbes foram estocadas em freezer a - 40° C até o momento de sua

utilizacao.

Todos os materiais e solugdes utilizadas em ensaio microbiolégico foram
previamente esterilizados em autoclave vertical 415 (Fanem, Brasil) a 121°C durante

15 minutos.
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METODOS

4.2 Obtencéao das preparacdes

4.2.1 Preparo dos lipossomas pelo método da Evaporacdo em Fase Reversa
(REV)

A - Lipossomas de PC e DPPC

Foram adicionados 1,0 mL da solugéo estoque de PC ou DPPC (50 mmol/L) a
um baldo de fundo redondo contendo 2 mL de cloroformio. Em seguida, o baléo foi
conectado a um evaporador rotatério R-215 (Buchi, Suiga), sendo o solvente
organico removido sob pressao reduzida a fim de se obter um filme seco de
fosfolipidios na parede do baldo. No preparo dos lipossomas contendo PC, foi
utilizada uma temperatura de 30°C e uma pressao reduzida (vacuo) igual a 131 mbar
e, no caso dos lipossomas contendo DPPC, foi utilizado aquecimento a 45°C e uma
pressao reduzida igual a 258 mbar.

O filme foi dissolvido em 3 mL de éter etilico livre de perdxidos. A remogao
dos peroxidos, responsaveis pela oxidacdo dos lipides, foi feita previamente por
meio da agitagao do éter com tampao HEPES pH 7,4 na proporgéao 1/3. Em seguida,
1 mL de solugédo aquosa de PA a 10 mg/mL foi adicionada a solugéo de fosfolipidios
em éter etilico juntamente com algumas pérolas de vidro. Esta mistura foi submetida
a banho de ultra-som por 5 minutos para se preparar uma emulsdo agual/fase
organica (A/O). A emulsao resultante foi colocada em um evaporador rotatério para
retirada da fase organica com consequente formacdo de uma dispersdo de
lipossomas. Durante esta etapa, utilizou-se temperatura de 30°C e pressao reduzida
de 367 mbar para os lipossomas contendo PC e, para aqueles contendo DPPC, foi
utilizada temperatura de 45°C e pressao reduzida de 689 mbar. No ponto da
formacgao do “gel”, o balao foi retirado do rotavapor e foi agitado em vortex por 10
segundos. Em seguida, o baldo foi novamente conectado ao rotavapor, sob as
mesmas condi¢des, até completa evaporacao do éter etilico.

Em seguida, os lipossomas foram calibrados por tripla passagem em um
extrusor T 001 (Lipex Biomembranes, Canadd) contendo membrana de

policarbonato (600 nm). No caso de lipossomas contendo DPPC, a extrusao foi
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conduzida a 45°C. Apds a extrusdo, a preparacao foi centrifugada a 20.000 g em
microcentrifuga Espresso (Jouan, Franga) por 30 minutos para a remocéao da fragao
nao encapsulada da PA. O precipitado foi coletado e o sobrenadante, desprezado. A
preparacao foi dispersa em 0,9 mL de solu¢cdo aquosa de NaCl 50 mM e resfriado a

4°C. As preparagoes lipossomais de PA foram conservadas sob refrigeragao.

B - Lipossomas de PC/Chol e DPPC/Chol

Foram adicionados 0,6 mL da solugao estoque de PC ou DPPC (30 mmol/L) e
1,0 mL da solucdo estoque de Chol (20 mmol/L) a um baldo de fundo redondo
contendo 2 mL de cloroférmio. Em seguida, o baldo foi conectado ao evaporador

rotatorio e procedeu-se da mesma forma como descrito em A.

4.3 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica dos lipossomas

4.3.1 Determinacao do teor de encapsulacao

Depois de realizada a centrifugagdo e a remocdo do material nao-
encapsulado (conforme descrito em 4.2.1), foram transferidos 100 uL da suspensao
de lipossomas para um vidro de penicilina de 10 mL e adicionou-se 1 mL de alcool
isopropilico para solubilizagdo dos lipossomas, seguido de agitacdo em vortex. Em
seguida, a preparagao foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico
de 100 mL e o volume foi completado com tampao fosfato pH 8,0. A concentragao
de PA nesta solucéo foi determinada por ensaio microbiologico, conforme descrito
em 4.4. O calculo do teor foi realizado a partir da relagdo entre as massas de PA
encapsulada e de PA na solugao de hidratacéo, levando em consideragao o volume

de lipossoma produzido.
4.3.2 Determinacdo do diametro das vesiculas
O didmetro das vesiculas foi determinado pelo método da espectroscopia de

correlagao do foton (PCS), utilizando-se o Zetasizer 3000 MHS (Malvern, Inglaterra).

Para a realizagao das medidas, os lipossomas foram diluidos cerca de 100 vezes em
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uma solugao de NaCl 50 mM. As medidas foram efetuadas a temperatura de 25°C e

em angulo de 90°. Os resultados sao apresentados como a média de dez medidas.

4.3.3 Determinacao do potencial zeta das vesiculas

O potencial zeta foi determinado pela analise da mobilidade eletroforética das
vesiculas e do espalhamento dindmico de luz das vesiculas. As medidas foram feitas
em triplicata em aliquotas diluidas cerca de 250 vezes, empregando-se o Zetasizer
3000 HSA (Malvern, Inglaterra), na temperatura de 25°C, a um angulo de 90°. Com
a medida do potencial zeta pode-se estimar a estabilidade das dispersdes coloidais.
Em geral, a agregacao de particulas eletricamente carregadas é menos provavel que

as nao carregadas devido a repulsdo eletrostatica.

4.4 Ensaio microbiolégico

O método utilizado para o doseamento da PA é o ensaio de difusdo em agar,
baseado na Farmacopéia Americana — USP 24 (THE UNITED..., 2000) e modificado
por Ferreira et al. (2004).

Para a obtengdo da curva-padrédo, pesaram-se 34,3 mg de sulfato de PA
(Padrao USP) equivalente a 25 mg de PA base (balanga analitica BP221S —
Sartorius, Alemanha), previamente dessecado em estufa a vacuo retilinea (FANEM,
Brasil) a 60°C durante 3 horas. Transferiu-se quantitativamente para um baldao
volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com tampao fosfato pH 8,0. Obteve-
se assim, uma solugao estoque da PA a 1000 ug/mL, que péde ser mantida em um
refrigerador durante um periodo de 21 dias (THE UNITED..., 2006).

Transferiu-se 1 mL da solugdo estoque para um baldo volumétrico de 100 mL
e completou-se o volume com tampao fosfato pH 8,0, obtendo-se uma solugdo de
PA de 10 pg/mL, denominada P10. Aliquotas de 0,5; 1; 2; 4 e 8 mL desta solugao
foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL. Completou-se o volume com
tampao fosfato pH 8,0 e foram obtidas concentragées de 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2
pMg/mL de PA base, denominadas respectivamente P1, P2, P3, P4 e P5.

Para a execugdo do ensaio, o B. subtilis (ATCC 6633) foi repicado na
superficie inclinada do meio antibiético n° 1 e incubado a 36 + 0,5°C em estufa para

cultura microbioldgica (Forma Scientific Inc., USA). Apds 24 horas de incubacgao,
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parte da cultura foi transferida para um tubo de ensaio estéril contendo 10 mL de
salina, Tween 80 (0,2% p/v) e pérolas de vidro. Procedeu-se a agitagdo em agitador
de tubos do tipo voértex (Phoenix AP56, Brasil) para completa homoneizagdo das
células. Uma suspensao estoque de microrganismo foi obtida em espectrofotémetro
(Jenway 6400, Inglaterra) com 7,0 £ 1,0% de transmitancia a 580 nm, equivalendo a
3,4 x 10’ UFC/mL. Esta suspensdo padronizada foi diluida 10 vezes em salina e
incorporada a 0,05 % (v/v) no meio para antibidticos n° 5, fundido e mantido a 48 -
50°C em banho-maria (Lauda E100, Alemanha) acoplado a agitador magnético (IKA,
Labortechnik, Alemanha).

Aliquotas de 10 mL de meio para antibidticos n° 5 inoculado foram
distribuidas em placas de Petri estéreis. Apds a solidificacdo do meio, seis cilindros
de ago inoxidavel, estéreis (10 mm de altura, 8 mm de didmetro externo e 6 mm de
didmetro interno) foram colocados em cada placa, com o auxilio de uma pinga
metalica estéril. Em cada cilindro, adicionou-se 200 puL da solugdo de antibidtico,
utilizando pipeta automatica (Gilson, Franga). Foram preparadas placas em triplicata
para cada concentracdo (0,2; 0,4; 16 e 3,2 ug/mL de PA), sendo que a
concentragédo de 0,8 ug/mL (P3) denominada de referéncia, foi colocada em todas
as placas de maneira alternada em trés dos seis cilindros.

As placas permaneceram a temperatura ambiente durante uma hora, para
permitir a difusdo do antibidtico no agar, antes de iniciar o crescimento do
microrganismo-teste. Apos esse periodo, foram colocadas na estufa a temperatura
de 36 £ 0,5 °C (Forma Scientific Inc., USA) por um periodo de 18 horas. A leitura do
didmetro dos halos de inibigdo (Figura 12) foi realizada utilizando paquimetro digital
(Mitutoyo, Brasil). Os experimentos foram executados em dois dias distintos para a
obtencao de duas curvas.

Cada curva padrao foi tracada com os valores dos diametros dos halos de
inibicdo na abscissa e o logaritmo das concentragbes de PA na ordenada. A
equacado da reta foi calculada pelo método dos minimos quadrados. A analise

estatistica foi feita utilizando analise de variancia da regressao para p < 0,05.
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Figura 12 — Placa de Petri apresentando os halos de inibigao referentes a concentragcéo de 0,8 ug/mL

Para calculo da concentracdo de PA, a média dos diametros dos halos de
inibicao obtidos para P3 em cada ensaio foi subtraida do valor do didametro do halo
de inibicdo correspondente a essa concentragdo na curva-padrao, originando um
fator de correcédo. A medida dos didametros dos halos de inibicdo de cada amostra foi
corrigida de acordo com esse fator. As concentragbes foram calculadas por
interpolacao na curva.

Para verificar se as duas curvas poderiam ser reunidas em uma unica curva
padrao, a ser utilizada para as interpolagdes em experimentos posteriores, foi
realizada uma analise estatistica, que incluiu: o teste de significancia da regressao
de ambas as curvas e a comparacgao estatistica entre elas. Apds a comprovagao
estatistica da possibilidade de se tracar uma unica curva-padrao, foi realizada uma
analise estatistica da curva-padrao, que inclui o teste de significancia da regressao,

do intercepto e da inclinagao da reta.

4.5 Permeacdao e penetracdo cutanea in vitro

Os estudos de permeacdo e penetracdo cutanea in vitro de PA foram
realizados em células de difusdo de Franz (CDF) modificadas constituidas por um
compartimento doador, um compartimento receptor com volume de 6,7cm?® e area de
superficie da membrana de 1,77cm?. Para este estudo foram utilizadas peles de

orelha de porco, com 3 a 6 meses, sacrificados em abatedouro.
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4.5.1 Preparacéo da pele

ApOs a excisdo das orelhas dos animais, essas foram submetidas a limpeza
sob agua corrente. A regido externa das orelhas foi depilada com o auxilio de um
tricotomizador elétrico 9603 (3M, EUA) e a pele removida cuidadosamente da
cartilagem com o auxilio de um bisturi. Em seguida, o tecido adiposo subcutaneo foi
removido também com o auxilio de um bisturi e as peles foram inspecionadas
visualmente para deteccio de possiveis danos.

Os fragmentos da pele foram acondicionados em papel filme e colocados em
sacos plasticos de polietileno hermeticamente fechados e estocados a — 18°C por no
maximo 4 semanas. Os fragmentos foram transferidos para 4°C, 12 horas antes dos
experimentos e, duas horas antes de serem montados nas células de difusdo de

Franz, foram mantidos a temperatura ambiente.
4.5.1.1 Retirada da epiderme

A retirada da epiderme dos fragmentos de pele foi realizada imediatamente
antes da montagem das células, no dia do experimento. Os fragmentos de pele
foram imersos em agua a 60°C durante 1 minuto. Em seguida, os fragmentos foram
colocados em um suporte e fixados com agulhas. A epiderme foi cuidadosamente
retirada com o auxilio de uma lamina de bisturi, simulando uma raspagem. A

remocao total da epiderme foi confirmada por meio de analises histoldgicas.
4.5.1.2 Retirada do estrato cérneo

O EC foi removido, no dia do experimento, por meio de desgaste realizado
com fita adesiva Scotch 845 Book Tape 2” x 540 (3M, EUA). Esta fita foi aderida ao
lado epidérmico do fragmento de pele, com o auxilio de um cilindro que realiza uma
pressdo de 140 g/cm?, sendo posteriormente retirada (tape stripping). O stripping foi
realizado por 30 vezes para a remogao completa do EC. A remocgéo completa do EC
foi confirmada por meio de analises histologicas e medidas da perda de agua
transepidérmica (PAT) (itens 4.6 e 4.7).
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4.5.2 Montagem das células de Franz

Os fragmentos de pele (intacta, sem EC ou sem epiderme), apos atingirem a
temperatura ambiente, foram hidratados em tampéo fosfato salina (PBS), pH 7,4 e
colocados horizontalmente na CDF, dividindo-a em compartimentos doador e
receptor. O compartimento receptor foi preenchido e mantido por 1 hora com tampao
fosfato salina (PBS), pH 7,4 contendo 0,01% de cloreto de mercurio como
conservante. Apds este periodo, o compartimento receptor foi lavado 3 vezes com
tampao fosfato salina (PBS), pH 7,4 sem conservante, a fim de evitar a interferéncia
no método analitico de doseamento da PA. Este procedimento de limpeza foi
validado previamente por GOMES et al. (1998). Durante o experimento, a
temperatura da pele foi mantida a 32°C por meio de um sistema de circulagdo de

agua a 37°C e agitacao magnética.

4.5.3 Aplicacédo das preparacoes

Os experimentos foram conduzidos em dose finita, a qual imita as condicbes
normais de aplicacdo. Nesses experimentos, o compartimento doador foi mantido
aberto, permitindo a evaporagao da fase aquosa volatil das preparagdes simulando
as condi¢cdes normais de aplicacao de formulacdes topicas.

Amostras de 100 uL das preparacdes foram aplicadas sobre as peles com
pipetador automatico (Gilson, Franga) e, apds a aplicagcdo das formulagdes, um
cotonete de vidro foi usado para homogeneizar a distribuicdo das formulagcbes sobre

a pele.

4.5.4 Determinacao da difuséao

As amostras foram coletadas em intervalos de 2, 4, 6 e 8 horas para os
experimentos sem EC e sem epiderme, por meio da remocéo total do fluido receptor
e preenchimento com nova solugdo. Nos experimentos utilizando pele intacta, uma
vez que permeacao da PA foi desprezivel, as amostras foram coletadas somente
apods 8 horas. Em seguida, procedeu-se a extracdo da PA que penetrou na pele de

acordo com procedimento previamente validado por FERREIRA et al. (2004) e que



MATERIAL E METODOS 43

se encontra descrito em 4.5.4.1 e 4.5.4.2. A concentragao de PA no liquido receptor

foi determinada por ensaio microbiolégico.

4.5.4.1 Remocao da PA néo absorvida

Em experimento com pele intacta, a quantidade de PA n&o absorvida, a qual
permaneceu na superficie da pele e nao penetrou no tecido cutaneo apds 8 horas,
foi removida utilizando-se 0,5 mL de uma solu¢cdo aquosa a 1% de um tensoativo
nao idnico (éter oléico de polioxietileno 20 — Volpo 20), seguido da aplicagcéo de 0,5
mL de agua destilada. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes. O
chapéu da célula de difusao de Franz foi retirado e o excesso da formulagdo da pele
foi removido com o auxilio de um cotonete umedecido na solugdo aquosa do
tensoativo. Por ultimo, um cotonete seco foi utilizado para remover o excesso da

umidade.

4.5.4.2 Extracdo da PA na pele

ApoOs a limpeza, descrita em 4.5.4.1, os fragmentos de pele foram removidos
da célula, recortados na regido demarcada pelo chapéu com o auxilio de um bisturi e
acondicionados em frascos de penicilina a —20°C por 12 horas. Apds este periodo,
os fragmentos foram gradualmente descongelados e 4 mL de tampéo fosfato pH 8,0
foram adicionados em cada um dos frascos. Apds 2 horas de contato, os frascos
foram submetidos ao vértex (IKA Laubotechnik, Alemanha) por 5 minutos. O
sobrenadante foi filtrado por meio da passagem por uma membrana de 1,2 um e
submetido ao doseamento microbioldgico. Esse procedimento de extragao da PA na

pele foi validado, conforme item 4.5.4.2.1.

4.5.4.2.1 Validacado da extracdo da PA da pele

Para a validacdo da extragdo da PA da pele, foram preparadas solugdes de
PA com concentragdes equivalentes a 0,1 e 1,0 mg/mL utilizando tampéo fosfato pH
8,0 como diluente. Foram montadas duas células de Franz utilizando pele intacta,
conforme descrito em 4.5.2. Em cada célula foram aplicados 50 pL de cada solugao.

Apoés aproximadamente 3 horas (tempo necessario para que a solugao evapore), 0s
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fragmentos de pele foram removidos da célula, recortados na regido demarcada pelo
chapéu com o auxilio de um bisturi e acondicionados em frascos de penicilina a —
20°C por 12 horas. Em seguida, procedeu-se conforme descrito em 4.5.4.2. A

recuperacao foi satisfatéria e ela representou 107 £ 10% (n=3) da dose aplicada.

4 5.5 Andlise estatistica

A comparacao entre as médias dos valores dos experimentos de permeacao
cutanea foi realizada pela analise de variancia (ANOVA). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas ao nivel p < 0,05.

4.6 Analise histolégica

Foram retiradas amostras de 8 mm de didmetro de fragmentos de pele
intacta, sem epiderme e com 30 strippings. As amostras foram fixadas em formalina
neutra tamponada a 10% por 48 horas a temperatura ambiente. Apds a desidratacao
em séries crescentes de alcool (etanol 70 %, 80 %, 90 %, absoluto), as pecas foram
diafanizadas em banhos de xilol e incluidas em parafina. Se¢cées de 6 ym foram
coradas com hematoxilina e eosina. A avaliagdo histologica e a documentagéo
fotografica foram realizadas em microscopio otico BX-41 (Olympus, Alemanha)

acoplado a equipamento para microfotografia.

4.7 Determinacédo de perda de agua transepidérmica

A perda de agua transepidérmica (PAT) é a difusdo da agua através da pele
desde as camadas mais profundas até a superficie. A PAT é um parametro
importante para avaliar a eficiéncia da funcédo barreira da pele, sendo que valores
baixos correspondem a uma pele com barreira eficiente, enquanto que valores altos
indicam comprometimento da funcdo barreira (LEVIN & MAIBACH, 2005). As
medidas foram realizadas com o auxilio do aparelho Tewameter/Corneometer TC
350 (Courage-Khazaka, Alemanha).

As peles foram obtidas no dia do experimento e utilizadas apds poucas horas
da morte dos animais. Foi realizado o procedimento de preparo das peles, como

descrito anteriormente. Todas as manipulagdes e medidas subsequientes foram
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realizadas em condi¢gbes ambientais controladas: temperatura (23 + 2°C) e umidade
relativa (50 + 5%).

Um fragmento de pele, com dimensdes de aproximadamente 60 x 108 mm, foi
cortado e fixado com agulhas numa placa de cortica revestida com papel aluminio.
Em seguida, foi marcado o centro de cada uma das trés regides a serem medidas
para que fosse possivel direcionar a posi¢cao do eletrodo do equipamento.

As medidas foram realizadas em func&o do numero de strippings a fim de
investigar a influéncia da remogao do EC sobre a PAT. Foram realizadas trés
medidas em cada uma das trés regides distintas do fragmento nos seguintes
intervalos: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 strippings. Em cada medida, o eletrodo foi
posicionado levemente sobre a pele durante 2 minutos antes de iniciar as leituras
para equilibrio com a umidade local. Cada medida foi feita durante 30 segundos € o
valor obtido corresponde a uma média de 15 leituras realizadas neste intervalo de

tempo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéao da curva-padrao

Na figura 13 estdo apresentadas as duas curvas-padrdo de PA, com as
respectivas equacdes da reta e coeficientes de determinagdo (r?), obtidas em dias

diferentes.

247w y=18,6434 + 84335 x; A= 0,9817
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Figura 13 — Representagdo grafica de duas curvas padrao de PA, obtidas por doseamento

microbiolégico, em dias diferentes.

A andlise de regressao para cada curva revelou linearidade adequada dentro
da faixa de concentragdo trabalhada, concluindo-se que a regressédo €
estatisticamente significativa (P < 0,05).

Para que se pudesse tragar uma curva comum, foi necessario comprovar que
as duas curvas nao diferiam estatisticamente entre si. Para isso, foi formulada
hipétese nula de que tanto os valores de a (coeficiente linear), quanto aqueles de b
(inclinagao), nao diferiam estatisticamente. A hipotese nula foi aceita e concluiu-se

que as curvas nao sao estatisticamente diferentes.
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Desta forma, tragou-se uma curva comum (Figura 14) a partir da média dos
pontos das duas curvas. A analise de regressao da curva revelou linearidade

adequada dentro da faixa de concentragéo trabalhada.
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Figura 14 — Representagdo grafica da curva-padrdo de PA (média + dp), obtida por ensaio

microbioldgico, na faixa de 0,2 a 3,2 ng/mL
5.2 Caracterizagcdo quimica e fisico-quimica dos lipossomas

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados obtidos para a encapsulagao da PA
nos lipossomas LUV preparados pelo método REV, com composicao lipidica de PC,
PC/Chol (60/40), DPPC e DPPC/Chol (60/40) contendo ou nédo a PA. Os lipossomas
que ndo contém PA sao denominados “brancos”. Adicionalmente, estdo descritos os
dados obtidos na caracterizacdo destes lipossomas quanto ao potencial zeta,

didmetro das vesiculas e o indice de polidispersao.

Tabela 1 — Caracterizacdo das formulagdes lipossomais quanto ao teor de

encapsulacéao, diametro e indice de polidispersao (IP).
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Lipossomas branco Lipossomas com PA
Didametro*  Potencial Diametro Potencial Teor
Lipossomas (nm) Zeta * Zeta Encapsulacao
(IP) (mV) (nm) (mV) (%)
(IP)
PC 269+88 -25,610,1 516157 -3,8+0,1 13,3+1,9
(0,4+0,1) (0,74£0,0)
PC/Chol 382+1 -32,8+0,4 362+32 -6,0+0,2 10,5+1,8
(0,5+0,0) (0,4£0,1)
DPPC 301+29 -10,30,2 1367483 0,2+0,1 13,1+5,4
(0,4+0,1) (1£0)
DPPC/Chol | 537+11 -27,610,2 531120 -3,50,1 12,6444
(0,10,1) (0,8+0,1)

* Os valores expressos correspondem a média (n=2) + dp (desvio padrao)

**Os valores expressos correspondem a média (n=3) + dp (desvio padrao)

O teor de encapsulacao da PA foi de 13,3 e 13,1% para os lipossomas PC e
DPPC, respectivamente. A encapsulagdo da PA para os lipossomas contendo
colesterol foi menor do que aquela observada para as formulagdes sem este lipide,
no entanto, as diferencas nao foram significativas (P > 0,05). O teor de
encapsulacdo foi de 10,5 e 12,6% para os lipossomas PC/Chol e DPPC/Chal,
respectivamente. E interessante observar que a variabilidade, expressa pelo desvio
padrdo, foi muito menor para os lipossomas “fluidos” (PC e PC/Chol) em
comparagao com aqueles ‘“rigidos” (DPPC e DPPC/Chol) (Tabela 1). O desvio
padrao relativo (DPR) foi de aproximadamente 15% e 40% para os lipossomas
fluidos e rigidos, respectivamente.

O teor de encapsulagcdo da PA observado por FERREIRA et al. (2004) para
lipossomas LUV compostos de PC e PC/Chol foi maior do que o obtido no presente
trabalho (24,2% para PC e 16% para PC/Chol). Isto pode ser explicado pelo fato de
que a concentragdo de PA na solugdo de hidratacdo do filme de lipides foi maior
naquele estudo e as vesiculas ndo foram calibradas. Ao se promover, na extrusao, a
passagem das vesiculas por membranas de policarbonato, parte do material
encapsulado pode ser perdido no processo, o que se traduz em menor teor de

encapsulacéo.
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A incorporagao da PA nos lipossomas fluidos e rigidos compostos por PC e
DPPC, respectivamente, conduziu ao aumento do didmetro das vesiculas e da
heterogeneidade (IP > 0,7) da distribuicdo do tamanho (Tabela 1). No entanto, ndo
foi observada alteracdo do didmetro das vesiculas, nas quais o colesterol estava
presente na composi¢gédo da bicamada lipidica (P > 0,05).

Por outro lado, o potencial zeta dos lipossomas brancos formados por PC e
DPPC é negativo, o que pode ser explicado pela presenca de acidos graxos livres
na composicao das matérias-primas de PC e DPPC. Convém destacar que a adicao
de Chol nas composicdes dos lipossomas conduz a um aumento dos valores
absolutos desses respectivos valores de potencial zeta, tornando-se, portanto mais
negativos. Isto pode também ser justificado pela presenca de residuos de acidos
graxos livres na constituigdo do colesterol. Entretanto, a incorporagdo de PA em
todas as formulagdes de lipossomas investigadas resultou na redugao dos valores
absolutos do potencial zeta. Isto sugere a ocorréncia de interagao entre a PA e a
monocamada externa das vesiculas.

Sabe-se que a PA apresenta cinco grupamentos amino (pKai = 6,50; pKa; =
7,91; pKas = 8,07; pKas = 8,20; pKas = 9,13, determinados a 25 °C) (BARBIERI,
2006). Assim sendo, quatro grupos aminos estardo protonados no pH da preparagao
lipossomal (pH 7,0), o que pode levar ao surgimento de interagdes eletrostaticas
com o0s grupamentos carboxilicos dos componentes de acidos graxos livres
presentes na monocamada lipidica, reduzindo a carga superficial negativa das
vesiculas.

Outra evidéncia que sugere a existéncia de interagdo entre a PA e a
membrana lipossomal é a dificuldade observada na redugdo do didmetro das
vesiculas constituidas unicamente por fosfolipides (PC e DPPC). Pode-se supor que
a interagao entre a PA e a PC ou DPPC torna a bicamada lipidica mais rigida, com
consequente dificuldade na diminuicdo do didmetro das vesiculas. A incorporagao
de colesterol e PA em ambas formulagdes parece contribuir com uma maior fluidez
na membrana, o que justificaria a obtencdo de vesiculas de menor didmetro. No
entanto, estudos de caracterizagdo fisico-quimica (calorimetria exploratéria
diferencial e difracdo de raios X) sdo requeridos para a confirmagdo dessas
hipdteses.

Considerando que o objetivo inicial deste trabalho foi de avaliar a influéncia da

fluidez na permeagdo e penetragdo cutdnea e devido a heterogeneidade do
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lipossoma DPPC, os estudos posteriores de estabilidade, permeagao e penetragao
cutanea foram conduzidos somente com os lipossomas PC e PC/Chol,

representativos de uma composigao lipidica fluida e rigida, respectivamente.

5.3 Estudo de estabilidade dos lipossomas

A fim de investigar a estabilidade das formulagdes, um determinado volume
dos lipossomas foi preparado, acondicionado em frascos ambar sob ambiente de
nitrogénio gasoso (N.) e conservado sob refrigeracdo a 4°C. Os lipossomas foram
preparados contendo os seguintes antioxidantes: BHT a 0,01%, adicionado na fase
organica, bissulfito de sédio a 0,1 % e EDTA a 0,01 %, ambos na solugéo aquosa de
PA. Em intervalos regulares (0, 10, 20 e 30 dias), uma aliquota foi retirada e teor de
PA total e encapsulada foi avaliado.

O teor de PA total é a quantidade de PA presente no meio, independente se
dentro ou fora do lipossoma e sua analise durante os 30 dias indica a influéncia dos
componentes do meio na estabilidade ou na degradacdo da PA. O teor de PA
encapsulada é a quantidade de PA presente no interior da vesicula, ou seja, a
quantidade de PA dosada uma vez que se tenha removido o material nao-
encapsulado e pode ser um indicador da estabilidade das vesiculas e possivel
liberagdo de material encapsulado.

A Figura 15 mostra a estabilidade da PA (teor total) em fungao do tempo para
as diferentes formulagdes lipossomais. Os valores expressos correspondem a média
(n=3) £ desvio padrdo. A concentracdo de PA se mantém estavel em fungédo do
tempo, exceto para o lipossoma constituido por PC, onde se observou uma
diminuicdo da concentracado de PA para 80 + 0,1 % do valor inicial. Na formulagéo
de PC/Chol, os valores permanecem em torno de 100 % a despeito de uma

oscilagao observada.
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Figura 15 — Perfil de estabilidade do teor total de PA (%) nas formulagées lipossomais conforme o

tempo. A — Lipossoma de PC e B — Lipossoma de PC/Chol.

A Figura 16 apresenta o teor de PA encapsulada nos diferentes lipossomas

em funcdo do tempo. Os valores expressos correspondem a média (n=3) + desvio

padrao.
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Figura 16 — Perfil de estabilidade da encapsulagédo da PA (%) nas formulagbes lipossomais conforme

o tempo. A — Lipossoma de PC e B — Lipossoma de PC/Chol.

Os lipossomas PC e PC/Chol apresentaram uma ligeira diminuicdo da
concentracdo de PA encapsulada em comparagdo com os valores iniciais. O teor de
encapsulacéao, ao final de 30 dias, foi de 78 + 5% e 82 + 1% do valor inicial para os

lipossomas PC e PC/Chol, respectivamente.



RESULTADOS E DISCUSSAO 52

5.4 Validacédo daretirada de estrato corneo e epiderme
5.4.1 Analises histolégicas

As andlises histolégicas foram feitas a fim de caracterizar os diversos
procedimentos de tratamento prévio dos fragmentos de pele. A retirada do EC foi
feita com strippings e a da epiderme com aquecimento a 60 °C. A Figura 17
representa imagens microscopicas de segdes histoldgicas de pele de orelha de
porco.

Observa-se que na Figura 17A (pele intacta), a presenga do EC é nitida,
sendo caracterizado por uma série de camadas sobrepostas a epiderme. Na Figura
17B (30 strippings) observa-se uma remog¢ao quase completa do EC, com retirada
de grande parte das camadas na superficie da pele, enquanto que, nas
invaginagdes (Figura 17C) ainda observa-se um pequeno numero de camadas.
Nessas regides (invaginagdes), o contato da fita adesiva com a pele ndo € completo
e isto dificulta a remocédo do EC. Assim sendo, a utilizacdo de um rolo de pressao
elevada (140 g/cm?) foi capaz de remover praticamente toda a camada cérnea
exceto nas regides de invaginagao onde a topografia dificulta a adesao da fita. A
Figura 17D mostra claramente que o epitélio pavimentoso estratificado, que
caracteriza a epiderme, foi removido completamente e que o tecido conjuntivo rico
em colageno e elastina, que caracteriza a derme, foi preservado. Assim, o
procedimento adotado (aquecimento a 60 °C com remogao da epiderme com um
bisturi) foi efetivo para remocéo da epiderme e preservagao da derme.

LADEMANN et al. (2005) utilizaram uma fita adesiva diferente e mais de 90
strippings em pele humana e nao foi possivel eliminar totalmente o EC da regido das
invaginagdes, por causa da perda de flexibilidade e elasticidade da pele que ocorre
durante a realizagcdo da técnica de tape stripping. O numero de camadas do EC da
pele da orelha suina foi avaliado antes e apds diversos strippings conduzidos com
uma fita adesiva (JACOBI et al. 2005). O EC foi constituido de 21 + 5 camadas,
antes do stripping e uma média de 13 + 3 camadas de células foi removida apés 20

strippings, correspondendo a cerca de 62 %.
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Figura 17 — Analises histologicas de pele de orelha de porco, observadas sob aumento de 40 x. A —
pele intacta, B — pele sem EC em area sem invaginagéo (30 strippings), C — pele sem EC em area

com invaginacao (30 strippings), D — pele sem epiderme.
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5.4.2 Determinacéo da Perda de Agua Transepidérmica (PAT)

A determinagdo da PAT teve como objetivo a avaliagdo da eficiéncia da
funcéo barreira da pele. Os valores baixos da PAT correspondem a uma pele com
barreira eficiente, enquanto que valores altos indicam comprometimento da funcao
barreira. A Figura 18 ilustra esse fendmeno representando a PAT em g/h.m? em
funcdo do numero de strippings, ou seja, em fungdo da reducédo da espessura do
EC.
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N° de strippings

Figura 18 — Determinagdo da Perda de Agua Transepidérmica

Observa-se que no intervalo entre 0 5° e 0 15° stripping o aumento da PAT foi
significativo, alcangando um valor préximo de 30 g/h.m?. A partir dai, pequenos
aumentos ocorreram até a obtencdo de um patamar em torno de 32 g/h.mz.
Portanto, pela analise do grafico pode-se sugerir que a realizacdo de 30 strippings
foi capaz de remover totalmente a principal barreira a difusdo do vapor de agua.
Considerando que esta barreira é atribuida ao EC, pode-se concluir que ele tenha
sido completamente removido, embora, pelas analises histologicas, tenham
mostrado que nas regides de invaginagdo da pele ainda houve persisténcia de

algumas camadas do EC.
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As medidas da PAT tém sido usadas para avaliagao da fungao barreira do EC
e, em particular, da remoc¢ao do EC através da técnica do tape stripping. SEKKAT et
al. (2002) demonstraram que o valor da PAT apresentou um pequeno aumento com
a retirada dos primeiros 40% do EC, mas aumentou cerca de 5 vezes em relagao ao
seu valor inicial apos a realizagao de 20 strippings com uma fita similar aquela usada
em nossos experimentos. No entanto, as analises histologicas realizadas
demonstraram uma remoc¢éo quase completa do EC, com a presenca de um maior
numero de camadas na regido das invaginagdes. Estes resultados s&o similares
aqueles obtidos em nossos estudos.

No estudo de WEIGMANN et al. (2005), foi estabelecida uma comparagao
entre a quantificagdo das mudangas no EC apos tape stripping por meio de
determinacdo de PAT e por espectroscopia por absorbancia, utilizando uma fita
transparente (Tesa film n® 5529) e um cilindro para promover pressao constante.
Observou-se que a PAT aumentou continuamente até o 30° stripping e, em seguida,
tendeu para a formacdo de um platdé de forma similar ao que foi observado em

Nnossos experimentos.
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5.5 Permeacdao e penetracdo cutanea in vitro da PA
5.5.1 Permeacéo e penetracdo da PA através da pele intacta

Os dados obtidos nos estudos de permeacdo cutdnea da PA a partir das
diferentes formulag¢des podem ser visualizados na Tabela 2.

A permeacéo cutanea in vitro da PA através da pele intacta (Tabela 2) a partir
das diferentes preparagoes lipossomais foi abaixo do limite de detecgao do método.
Assim sendo, a PA nao foi detectada no liquido receptor 8 horas apds aplicacdo dos
lipossomas, ou seja, ndo ocorreu permeacao significativa da PA através da pele. Isto
pode ser explicado pelo carater fortemente hidrofilico do farmaco e pela sua
incapacidade de permear a barreira hidrofébica representada pelo EC. Por outro
lado, nenhuma das formulagdes avaliadas foi capaz de induzir aumento da sua
permeacao.

Dados publicados previamente mostraram que a permeacao da PA através da
pele de camundongos glabros foi baixa, independente da formulagdo testada. No
entanto, a permeacéao a partir de lipossomas LUV PC e PC/Chol (aproximadamente
1% da dose aplicada) foi maior do que aquela observada para uma solugédo aquosa
do antibitdtico (FERREIRA et al. 2004). Assim sendo, quando comparamos os dados
obtidos naquele trabalho com os do presente estudo, pode-se observar que a
permeacao foi detectada com pele de camundongos, mas n&o com pele de porco.
Essas diferengcas podem ser atribuidas ao fato de que a pele de camundongos é
mais permeavel do que a pele suina (ROY et al., 1994; SIMON & MAIBACH, 2000).

Diversos estudos previamente publicados demonstraram o potencial dos
lipossomas para aumento da penetracado e permeacao de substancias hidrofilicas. A
penetracao da carboxifluoresceina nas camadas mais profundas da pele humana
aumentou em 280% (VERMA et al., 2003). A sua permeacao foi desprezivel a partir
de uma solugdo, mas detectada a partir dos lipossomas contendo Phospholipon® 90
(PC). A penetragdo de inulina, um carboidrato do grupo dos polissacarideos
chamados frutanas, nas camadas mais profundas da pele de camundongo
aumentou em 300% a partir de lipossomas LUV contendo PC/Chol/sulfato de
colesterila (razdo molar 1/0,5/0,1) em comparagdo com uma solugado (du PLESSIS et
al., 1994). Em outro estudo, HONZAK et al. (2000) demonstraram aumento na

penetracdo de um marcador hidrofilico conhecido como GIuSL (N-(1-oxil-2,2,6,6-
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tetrametil-4-piperidinil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-hexanoamida), tanto em lipossomas
com lecitina nao-hidrogenada como com lecitina hidrogenada em relagao a solugéo.
Os valores da penetracédo cutanea da PA a partir das trés formulagdes podem
ser visualizados também na Tabela 2. Os dados sdo descritos em porcentagem
acumulada da dose aplicada (% da dose aplicada) e quantidade de PA penetrada

por area de aplicacdo (ug/cm?).

Tabela 2 — Permeacao e penetragao cutanea in vitro da PA, a partir das formulagdes

lipossomais e em solucdo, através da pele intacta

Permeacéao Penetracdo cutanea
Formulacgéao 5 :
(8h) ug/cm % dose aplicada
PC ND 3,6+0,1* 7,2+0,2*
PC/Chol ND 3,8+0,2 4,8+0,2
Solugao ND 1,6 £0,1 1,9+0,1

Os valores expressos correspondem a média (n=3) x dp (desvio padréo)
* Os valores expressos correspondem a meédia (n=5) + dp (desvio padréo)
Concentragao da PA nas formulagées: 0,9 (PC), 1,4 (PC/Chol) e 1,5 mg/mL (solugéo),

respectivamente.

A penetracéo da PA a partir dos lipossomas PC e PC/Chol (7,2 + 0,2% e 4,8 +
0,2%, respectivamente) foi aproximadamente 4 vezes e 2 vezes maior que aquela
observada para solugédo aquosa (1,9 + 0,1%). Estes dados mostram claramente que
a formulacéo lipossomal foi capaz de induzir aumento da penetracdo da PA em
comparagao com uma solugdo aquosa. As diferengcas entre as formulagdes
lipossomais e a solugédo aquosa foram estatisticamente significativas (P < 0,001). No
entanto, quando as duas formulagdes lipossomais foram comparadas observa-se
que a penetracdo foi favorecida para o lipossoma PC em comparacdo com o
PC/Chol. A diferenca entre os lipossomas foi também estatisticamente significativa
(P < 0,001). Assim sendo, o lipossoma PC proporcionou maior penetragdo da PA em
comparacgao com o lipossoma PC/Chol.

O Chol reduz a fluidez dos fosfolipidios de baixa temperatura de transigao de
fase (PC, por exemplo). As mudancas da fluidez causada pelo Chol séao
proporcionais as mudangas na permeabilidade de membrana, ou seja, a redugéo na

fluidez gera diminuicdo na permeabilidade. Assim sendo, a presenga do Chol
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poderia diminuir a liberagcdo da PA a partir dos lipossomas. Por outro lado, estas
mudancas podem também afetar a capacidade de interagado dos lipossomas com a
pele e o EC, em particular.

Diversos estudos tém avaliado a influéncia da composicao lipossomal e da
presenca do Chol, em particular, sobre a penetracdo de farmacos na pele.
CODERCH et al. (2000) investigaram a correlacdo entre a fluidez da membrana
modulada pelo colesterol e o transporte de fluoresceina de sédio encapsulada em
lipossomas de diversas composi¢des na pele. A penetracdo obtida foi maior para
lipossomas fluidos como PC e PC/Chol (80/20) do que para lipossomas rigidos
constituidos por fosfatidilcolina hidrogenada (PCH) e PCH/Chol (80/20). Os autores
observaram que o aumento da rigidez da membrana lipossomal, modulado pela
presenca de colesterol, diminuiu a penetracdo do farmaco encapsulado na pele.
Esta modificagdo da rigidez da membrana induzida pelo Chol foi caracterizada por
meio de ressonancia paramagnética eletrénica, que monitorou a dinamica molecular
dos lipides.

Assim sendo, vesiculas fluidas (“liquid-state”) aumentam a penetragdo nas
camadas mais profundas da pele, enquanto que vesiculas rigidas (“gel-state”)
promovem menor taxa de transporte do farmaco através do EC e,
consequentemente, menor permeacgao cutanea. No entanto, estas vesiculas rigidas
proporcionam liberagdo controlada (BOWSTRA & HONEYWELL-NGUYEN, 2002;
VERMA, 2003).

Os mecanismos através dos quais os lipossomas proporcionam aumento de
penetracdo ainda ndo sdo bem estabelecidos, mas sugere-se que isto seja devido
principalmente as modificacbes estruturais no EC, produzindo uma mudanga na
funcao barreira da pele (VERMA, 2003; CODERCH, 2000).

5.5.2 Permeacéo e penetracdo da PA através da pele sem EC

Na Tabela 3 estao descritos os dados de permeacao cutdnea (em % da dose

aplicada e pg/cm?) através da pele sem EC ap6s 8 horas.



RESULTADOS E DISCUSSAQ 59

Tabela 3 — Permeacao cutanea in vitro da PA, a partir das formulagdes lipossomais e

em solugao, através da pele sem EC, apods 8h.

Permeacao cutanea

Formulacao
pg/cm? % dose aplicada
PC 14,6 £ 0,6 19,6 £ 0,8
PC/Chol 45+04 6,1+0,5
Solugao 0,9+0,5* 1,0 £ 0,6*

Os valores expressos correspondem a média (n=4) + dp (desvio padréo)

* Os valores expressos correspondem a média (n=5) + dp (desvio padréo)
Concentragao da PA nas formulagdes: 1,6 (PC), 1,4 (PC/Chol) e 1,5 mg/mL (solugéo),
respectivamente.

Limite de detecgédo: 0,15 pg/mL.

A permeacgao da PA a partir dos lipossomas PC (19,6 + 0,8%) e PC/Chol (6,1
+ 0,5%) foi cerca de 20 e 6 vezes, respectivamente, maior do que aquela observada
para solugao aquosa (1,0 + 0,6%). Portanto, as formulagdes lipossomais foram
capazes de induzir aumento consideravel na permeacao da PA em comparagao com
uma solucdo aquosa através da pele sem EC. As diferencas entre as formulagdes
lipossomais e a solugdo foram estatisticamente significativas (P < 0,001). No
entanto, este efeito acelerador e promotor de permeacéao foi mais evidente para o
lipossoma PC em comparagao com o PC/Chol. A diferenga entre as formulacdes
lipossomais foi estatisticamente significativa (P < 0,001).

A despeito da remocao quase completa do EC, a principal barreira a difuséao
de farmacos, a permeacao da PA a partir da solucdo foi baixa representando
somente cerca de 1% da dose aplicada. Assim sendo, a epiderme sem ou com uma
pequena quantidade residual de EC ainda constitui uma barreira importante para a
permeacao da PA. Isto pode ser explicado pelo carater fortemente hidrofilico e
massa molecular elevada deste antibidtico criando um obstaculo para a difuséo
através das camadas da epiderme. FERREIRA et al. (2004) observaram que a
permeacao da PA através da pele de camundongos sem EC foi alta representando
cerca de 90% da dose aplicada a partir de uma solugao. Isto pode ser explicado,
conforme mencionado anteriormente, pelo fato de que a pele de camundongos é

mais permeavel do que a pele suina oferecendo menor resisténcia a difusdo da PA.
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Por outro lado, a incorporagdo em lipossomas favoreceu a difusdo da PA
através da pele sem EC. Estes dados estao correlacionados com diversos trabalhos
publicados previamente. VORAUER-UHL et al. (2001) sugerem que os efeitos
benéficos causados em processos inflamatérios pds-queimadura pela Cu/Zn-
superoxido dismutase encapsulada em lipossomas podem ser atribuidos ao
aumento na penetracdo e liberacdo controlada na pele lesionada de coelhos.
ROESKEN et al. (2000) também observaram que lipossomas contendo cloridrato de
buflomedil, um promotor da cicatrizacdo de carater hidrofilico que atua aumentando
a perfusdo microvascular, promoveram maior reparo tecidual de feridas em pele de
camundongos. Estes dados sugerem que os lipossomas aumentam a concentragao
da substéncia na derme e epiderme diminuindo sua concentragao plasmatica.

Os dados obtidos nos estudos de penetracédo cutdnea da PA através da pele
sem EC a partir das diferentes formulagcdes podem ser visualizados na Tabela 4. Os
dados sao descritos em porcentagem acumulada da dose aplicada (% dose

aplicada) e razédo da quantidade acumulada de PA permeada pela area de aplicagéo

(ng/em?).

Tabela 4 — Penetragao cutanea in vitro da PA, a partir das formulacdes lipossomais,

através da pele sem EC.

Penetracao cutanea

Formulacao
pg/cm? % dose aplicada
PC 55+0,3 6,1+0,3
PC/Chol 3,8+0,7 48 +0,9
Solugao 53+0,5* 6,3 £ 0,6*

Os valores expressos correspondem a meédia (n=4) + dp (desvio padréo)
* Os valores expressos correspondem a meédia (n=5) + dp (desvio padréo)
Concentragao da PA nas formulagées: 1,6 (PC), 1,4 (PC/Chol) e 1,5 mg/mL (solugéo),

respectivamente.

A penetracao da PA a partir do lipossoma PC (6,1 + 0,3%) e da solugéo (6,3 +
0,6%) foi maior do que aquela observada para o lipossoma PC/Chol (4,8 + 0,9%). No
entanto, a diferenca entre o lipossoma PC e a solugdo nao foi estatisticamente
significativa (P > 0,05), mas ha diferenca estatistica entre essas formulacbes e a do
PC/Chol (P < 0,001).
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5.5.3 Permeacéo cutanea da PA através da pele sem epiderme

As Figuras 19 e 20 mostram o perfil da permeacéo cutdnea da PA a partir das
diferentes formulagdes através da pele sem epiderme. As permeagdes, em pg/cm2 e
em porcentagem da dose aplicada, no liquido receptor em fungdo do tempo podem

ser observadas. Os valores expressos correspondem a média (n=3) % desvio

padrao.
254 —u— PC
—eo— PC/Chol T
20 Solugéo l

15—- i

10+

——

!
\H

Permeagao da PA (ug/cm?)

Tempo (h)

Figura 19 — Permeacgéao cutanea (em ug/cmz) in vitro da PA a partir das formulagdes lipossomais e da

solugao, através de pele de orelha de porco sem epiderme.
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Figura 20 — Permeagdo cutanea (em porcentagem de dose aplicada) in vitro da PA a partir das

formulagdes lipossomais e da solugao, através de pele de orelha de porco sem epiderme.
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A permeacdo da PA a partir da solugdo aquosa apds 8 horas (22 + 3 ug/cm?)
foi maior do que aquela observada para os lipossomas PC (5,0 + 0,4 pg/cmz) e
PC/Chol (6,8 £ 1,2 pg/cmz). Assim, os lipossomas proporcionaram um perfil de
liberagdo controlada da PA na auséncia da epiderme (Figuras 19 e 20). A
permeacao da PA a partir das formulagbes foi na seguinte ordem: solugéo > PC >
PC/Chol. Estes dados sugerem que as formulagdes lipossomais podem contribuir
para manutencado do farmaco no local de aplicacdo contribuindo para diminuir sua
difusdo e absorcdo sistémica na auséncia de uma barreira importante para a
permeacao do farmaco.

A Tabela 5 mostra os dados de permeagao da PA (em % da dose aplicada e

ng/cm?) através da pele sem epiderme apos 8 horas.

Tabela 5 — Permeacao cutanea in vitro da PA, apds 8h, a partir das formulacdes

lipossomais e em solugao, através da pele de orelha de porco sem epiderme

Permeacdao cutanea

Formulacéo

pg/cm? % dose aplicada
PC 50+£04 7,3+£0,7
PC/Chol 6,8+1,2 102
Solugao 22+3 263

Os valores expressos correspondem a média (n=3) + dp (desvio padréo)

Concentragao da PA nas formulagdes: 1,2 (PC e PC/Chol) e 1,5 mg/mL (solugéo), respectivamente.

Apos 8h, a permeacdo de PA a partir da solugéo (26 + 3%) foi cerca de 4
vezes maior que aquela observada a partir das formulagbes lipossomais (PC e
PC/Chol, com 7,3 + 0,7 e 10 + 2%, respectivamente), havendo diferenca estatistica
significativa (P < 0,001). Entretanto, apesar do perfil da permeacao das formulagdes
lipossomais serem diferentes, conforme mostrado nas figuras 18 e 19, n&o ha
diferenca estatistica significativa entre a permeagao cutdnea média dos lipossomas
entre si (P > 0,05) apds 8h de permeacéo.

A permeacao da PA através da pele sem epiderme foi maior do que aquela
observada com a pele intacta ou sem EC. Entretanto, isto foi mais evidente para a
forma livre (solugéo) do que para as formulagdes lipossomais (Tabelas 2, 3 e 5). A

permeacgao a partir da solugao, por exemplo, nao foi detectada na pele intacta e foi
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de somente 1% da dose aplicada na pele sem EC, enquanto que, para a pele sem
epiderme, ela foi de 26%. Pode-se observar, portanto, um aumento de 26 vezes.
Assim sendo, a remogéao da principal barreira (epiderme) permitiu maior permeagéao
da PA. Para o lipossoma PC, no entanto, a permeacao através da pele sem EC
(19,6% dose aplicada) foi maior do que aquela observada para a pele sem epiderme
(7,3% da dose aplicada). A remogao da epiderme promove maior perda de agua
através das camadas da pele, o que pode contribuir para aumentar a estabilidade da
estrutura do lipossoma contendo PC, a qual é diminuida pela evaporacédo da fase
aquosa dispersante que normalmente é observada apds a aplicagdo das
formulagcées. A maior estabilidade dos lipossomas neste ambiente promove a
liberagao de seu conteudo de forma controlada.

A encapsulagdao da PA resultou em transporte transdérmico controlado
através da pele sem epiderme quando comparado com uma solugao aquosa do
farmaco. Esses dados indicam que na auséncia de barreira para a permeagao da
PA, os lipossomas mostraram habilidade para modular a difusdo do antibiético. Os
resultados obtidos com pele sem epiderme estdo em consonancia com dados
previamente publicados, nos quais a liberacdo topica da hidrocortisona através da
pele sem EC foi sustentada e local quando comparada com formulacdes
convencionais (KIM et al., 1997).

O conjunto dos dados obtidos mostrou que a encapsulagdo da PA em
lipossomas permitiu aumento da permeacao e penetragao cutidnea através da pele
intacta e sem EC, enquanto que uma liberagdao controlada foi observada na pele
sem barreira a difusdo do farmaco. Esses dados s&o particularmente relevantes para
o tratamento tépico da LC com a PA, uma vez que as formulagbes podem ser
aplicadas em lesdes ulceradas, as quais perderam a barreira que limita a difusdo do
farmaco ou em lesdes com hiperqueratose, que representam uma barreira adicional
a absorcdo. Nestas duas situacdes, os lipossomas representariam uma alternativa

interessante para aumento da biodisponibilidade da PA no local de agao.
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6 CONCLUSAO GERAL

Este trabalho teve como objetivo desenvolver lipossomas contendo PA para
tratamento topico da LC e avaliar sua permeacao cutanea in vitro através da pele de
orelha de porco.

Lipossomas fluidos (PC e PC/Chol) e rigidos (DPPC e DPPC/Chol) foram
desenvolvidos e caracterizados quanto ao tamanho, potencial zeta e taxa de
encapsulacdo. A taxa de encapsulacdo da PA variou de 10 a 13% e o tipo de
vesicula tem pouca influéncia neste parametro. O tamanho dos lipossomas rigidos e
sua heterogeneidade foram altos (IP > 0,7), enquanto que para os lipossomas
fluidos, o tamanho variou de 516 + 57 a 362 + 32 nm e a heterogenidade, de 0,7 a
0,4, respectivamente para PC e PC/Chol. A encapsulacdo da PA promoveu
diminuicdo do valor negativo do potencial zeta do lipossoma, o que sugere uma
provavel interacao entre a PA e a membrana lipossomal.

Para simular as condi¢gdes de uso, os experimentos de permeagao da PA a
partir dos lipossomas fluidos foram conduzidos com pele intacta, sem EC e sem
epiderme. A remogao do EC foi confirmada por meio da determinacao da PAT e de
analises histoldgicas, as quais demonstraram uma remogao quase completa do EC.
A retirada da epiderme foi confirmada por meio das analises histolégicas.

A permeacgdao da PA através da pele intacta foi baixa, independente da
formulacdo avaliada. Entretanto, a penetracédo cutanea a partir dos lipossomas PC e
PC/Chol foi maior do que aquela observada para a solucéo, sendo que o lipossoma
PC promoveu maior penetracdo do que o PC/Chol. Na auséncia do EC, a
permeacao a partir dos lipossomas foi significativamente maior do que aquela
observada para a solugao, sendo que o efeito promotor foi maior para o lipossoma
constituido por PC em comparagao com vesiculas de PC/Chol. Por outro lado, a
permeacao através da pele sem epiderme a partir da solugdo aquosa foi maior do
que aquela observada para os lipossomas, sendo que a encapsulagao proporcionou
um perfil de liberagao controlada.

O conjunto dos dados obtidos mostrou que a encapsulagdo da PA em
lipossomas permitiu aumento da penetracdo e permeacao da PA na pele. Estes
dados sugerem que os lipossomas representam uma alternativa interessante para o

tratamento tépico da LC com PA.
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