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RESUMO

O tratamento de patologias que acometem o sistema nervoso central (SNC) muitas vezes ¢é
limitado devido a protecao deste sistema através da barreira hemato-encefalica. A permeacao
de nano-carreadores, através da via naso-cerebral tem demonstrado potencial eficacia nesta
transposi¢do. Este estudo propds a liberagdo naso-cerebral de anfotericina B encapsulada em
lipossomas peguilados revestidos com quitosana. Os lipossomas foram avaliados quanto ao
encapsulamento do farmaco, tamanho hidrodindmico, indice de polidispersdo, potencial zeta e
caracteristicas de liberagao do fArmaco ex vivo com membrana nasal suina e in vivo, utilizando
ratos Wistar. Por meio de uma abordagem de anélise multifatorial para auxiliar no planejamento
experimental da formulacdo, foi obtida uma eficiéncia de encapsulaciao de 98,30 + 0,02% e,
apos processo de extrusao por membranas, os lipossomas peguilados apresentram tamanho de
vesicula de 60,64 + 0,62 nm, indice de polidispersao de 0,120 £ 0,056 e potencial zeta + 17,88
+2,02 mV, ap6s revestimento com quitosana. Adicionalmente, foi desenvolvido e validado um
método analitico para quantifica¢do da anfotericina B, também através de planejamento fatorial
com analise multivariada dos fatores envolvidos na cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Assim, este estudo propds um lipossoma peguilado revestido com quitosana com potencial para
o direcionamento da anfotericina B diretamente ao cérebro através da via naso-cerebral. Esta
pesquisa foi importante como ponto de partida e para abrir novas perspectivas para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo naso-cerebral que promovam a absorc¢ao do fArmaco

de forma efetiva, criando alternativas para o tratamento de patologias que acometem o SNC.

Palavras-chave: Liberagdo nasal. Liberagdo naso-cerebral. Lipossoma peguilado. Quitosana.

Anfotericina B. Sistema Nervoso Central.



ABSTRACT

The treatment of pathologies that affect the central nervous system (CNS) is often limited due
to the protection of this system through the blood-brain barrier. The permeation of nano-carriers
through the nose-to-brain pathway has demonstrated potential effectiveness in this
transposition. This study proposed the nose-to-brain release of amphotericin B encapsulated in
pegylated liposomes coated with chitosan. Liposomes were evaluated for drug encapsulation,
hydrodynamic size, polydispersion index, zeta potential and drug release characteristics ex vivo
with porcine nasal membrane and in vivo, using Wistar rats. Through a multifactorial analysis
approach to assist in the experimental planning of the formulation, an encapsulation efficiency
of 98.30 £ 0.02% was obtained and, after the membrane extrusion process, the pegylated
liposomes had a vesicle size of 60.64 + 0.62 nm, a polydispersion index of 0.120 &+ 0.056 and
zeta potential of + 17.88 + 2.02 mV, after had been coating with chitosan. Additionally, an
analytical method for quantifying amphotericin B was developed and validated, also through
factorial design with multivariate analysis of the factors involved in high performance liquid
chromatography. Thus, this study proposed a pegylated liposome coated with chitosan
promising for delivery amphotericin B directly to the brain via the nose-to-brain pathway. This
research was important as a starting point and to open new perspectives for the development of
systems of naso-cerebral release that promote the absorption of the drug, creating alternatives

for the treatment of pathologies that affect the CNS.

Keywords: Nasal delivery. Nose-to-brain delivery. Flexible liposome. Chitosan, Amphotericin

B. Central nervous system.
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1 INTRODUCAO

Os beneficios da administracdo intranasal como uma rota ndo invasiva para liberagao
de farmacos tem despertado o interesse de muitos pesquisadores. O epitélio nasal é altamente
vascularizado, permeavel e apresenta grande superficie de absor¢do, o que permite a permeagao
direta do farmaco para a circulagdo sist€émica, evitando assim o metabolismo hepatico de
primeira passagem e degradacdo gastrica de farmacos administrados através do trato
gastrointestinal (CHATURVEDI et al., 2011; THWALA et al., 2016).

Apesar da concentragdo plasmatica de farmacos administrados pela via nasal serem
comparaveis a administragdo intravenosa (CHATURVEDI et al., 2011), possibilitando agao
farmacologica em todo organismo, o interesse desta via de administragdo para agao direcionada
ao sistema nervoso central (SNC) ¢ bastante importante, devido a complexidade deste sistema
biologico. O acesso ao tecido cerebral ¢ limitado pelas barreiras hemato-encefélica e barreira
cérebro-espinhal, que sdo responsaveis, além da nutri¢gdo do cérebro, pelo bloqueio da entrada
de substancias neurotoxicas, moléculas polares ou de alta massa molecular (MARIANECCI et
al.,2017).

O acesso ao SNC para o tratamento de patologias que o acometem como esquizofrenia,
enxaqueca, Alzheimer, sindrome de Parkinson, tumores cerebrais e infecgdes em geral ¢ um
desafio a ser vencido. A barreira hemato-encefalica muitas vezes restringe a agdo de farmacos
potenciais nestes tratamentos.

A abordagem de veiculagdo de farmacos em formas farmacéuticas que permitam a
modificagdo do tamanho de particula para uma nano-escala dentro do intervalo de tamanho de
10-100 nm, de forma a favorecer o transporte passivo através da via naso-cerebral, promovendo
assim a biodistribui¢@o através do sistema de drenagem linfatico hipervascularizado pode ser
promissor (MADANE; MAHAJAN, 2016).

Diferentes sistemas de liberagdo de farmacos t€m sido estudados e desenvolvidos para
a administracdo nasal, tendo como alvo o tecido cerebral. Sistemas como nanoparticulas,
lipossomas e micelas poliméricas apresentam potencial aplicagdo devido a baixa toxicidade ao
epitélio nasal e SNC (KHAN et al., 2017).

Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas promotores de permeacao que permitam
a liberacao intranasal do farmaco e promovam a transposi¢ao da barreira hematoencefalica,
possibilitando a acdo direta no sistema nervoso central pode ser uma alternativa promissora
para melhorar a biodisponibilidade e, de um modo generalista, dar suporte a existéncia de um

caminho direto para o cérebro, partindo da cavidade nasal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Liberac¢ao naso-cerebral

Os principais obstaculos para os farmacos que tem como 6rgdo alvo o cérebro sdo a
barreira hematoencefalica e barreira cérebro-espinhal, seja através da administracao
convencional pela via oral (VO) ou via intravenosa (IV), seja pela administracdo por via
intranasal (VI). Nos farmacos com caracteristica hidrossoluvel e alta massa molecular, a difusao
passiva paracelular ¢ limitada uma vez que as jung¢des das células endoteliais dos capilares que
formam a barreira hematoencefalica sdo extremamente estreitas e limitam este tipo de
transporte. Enquanto que as moléculas de caracteristica lipofilica, capazes de serem
transportadas por difusdo passiva transcelular sdo, muitas vezes, impedidas de alcancarem
concentragdes adequadas no cérebro pelo fato de poderem ser substratos para transportadores
de efluxo (RUIGROK; DE LANGE, 2015; AGRAWAL et al., 2018).

A vantagem explorada para a via nasal ¢ a possibilidade dos farmacos atingirem
diretamente o cérebro com a administracao intranasal, transpondo a barreira hematoencefalica,
através da via trigeminal e da via olfatdria, cujos nervos iniciam no cérebro e finalizam,
respectivamente, no epitélio respiratorio e no neuroepitélio olfativo, localizados na cavidade
nasal (BAHADUR; PATHAK, 2012; KHAN et al., 2017, MISTRY et al., 2009) e, ainda,
através da via sistémica vascular ou linfatica permitindo a absor¢cdo do farmaco para a
circulagdo sistémica com efeito semelhante & uma administracdo intravenosa (ILLUM, 2004;
AGRAWAL et al., 2018). Dentre estas vias, o transporte através dos nervos olfatorios e
trigeminal apresentam o0s mecanismos mais significativos na liberacdo naso-cerebral
(AGRAWAL et al., 2018).

No transporte de moléculas da cavidade nasal para o cérebro através da via olfatoria,
exemplificado na Figura 1, o farmaco passa através do epitélio olfatorio para o bulbo olfatorio
e depois para o tecido cerebral ou para o liquido cefalorraquidiano e este processo pode ocorrer
de forma intracelular e/ou extracelular. O transporte via intracelular ¢ bastante lento. Neste
processo ocorre a endocitose da molécula mediada por receptores que se encontram nas células
olfativas da mucosa nasal, as quais sofrem transcitose pelos fasciculos destas células levando
até o bulbo olfativo, onde as moléculas saem das células por exocitose, atravessam a fenda
sinaptica e sdo captados pelas dendrites das células mitrais, migrando depois pelo cérebro até
alcancarem o corpo estriado (BAHADUR; PATHAK, 2012). O transporte mais rapido seria o

extracelular, onde a molécula se difunde pelo meio extracelular das células olfativas e, por meio
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de movimentos celulares e de propagacdo de potenciais de a¢do, o farmaco atravessa através
das células, por um transporte paracelular, até atingir o bulbo olfativo (BAHADUR; PATHAK,
2012; AGRAWAL et al., 2018).

Figura 1 — Liberagdo naso-cerebral através da via olfatoria

Regiao olfatéria

CAVIDADE NASAL

Legenda: (A) Farmaco; (B) Cilios na cavidade nasal e muco; (C) Células epiteliais olfatorias; (D) Neurdnios
sensoriais olfatorios; (E) Células basais; (F) Lamina propria; (G) Glandula de Bowman; (H) Vasos sanguineos; (1)
Trato olfatério; (J) Placa cribriforme; (1) Transcelular — neuronio sensorial olfatorio; (2) Paracelular — neurdnio
sensorial olfatorio e células epiteliais; (3) Transcelular - células epiteliais olfatorias; (4) Paracelular - células
epiteliais olfatdrias; (5) Circulagdo sistémica ou linfatica; (6) Extracelular — canais perineurais ou perivasculares.

Fonte: Adaptado de KATARE et al. (2017).

No transporte através dos neurdnios trigeminais, a molécula atravessa via nervo
trigémeo e assim evita a barreira hematoencefilica (PARDESHI; BELGAMWAR, 2013;
AGRAWAL et al., 2018). O nervo trigeminal inicia no cérebro e algumas ramificacdes
finalizam na cavidade nasal, sendo assim, desde que o farmaco seja capaz de atravessar o
epitélio olfativo e respiratério, ¢ possivel que através de processos intra e extracelulares o

farmaco possa atingir o cérebro através do nervo trigeminal (RUIGROK; LANGE, 2015).
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Como para esta passagem a permeacao através da membrana epitelial, da camada de muco e da
barreira juncional ¢ necessaria, esta via se torna mais favoravel para sistemas com
caracteristicas lipofilicas e tamanhos inferiores a 0,1-0,7 um (RUIGROK; LANGE, 2015;
BOURGANIS et al., 2018).

O transporte através das vias sistémica ou linfatica ocorre com a permeacao do farmaco
através da alta vascularizacao do epitélio nasal (BOURGANIS et al., 2018; ILLUM, 2004).
Estas vias representam rotas naso-cerebral indiretas, uma vez que, ap6s permeagao através do
epitélio nasal para as vias sistémica ou linfatica, vao atingir o tecido cerebral de forma
semelhante a administragdo intravenosa, possivelmente a uma velocidade maior, no entanto,
enfrentando as mesmas barreiras dependentes da caracteristica lipofilica da substancia, tempo
de meia-vida circulatéria, ligagdes as proteinas plasmaticas, integridade da BHE, metabolismo
hepatico e renal assim como a falta de especificidade aos tecidos cerebrais (KOZLOVSKAYA
et al.,2014; BOURGANIS et al., 2018).

Muitas vezes a maneira como o farmaco atinge o tecido cerebral através da
administracdo nasal ndo ¢ clara e ¢ possivel que as vias trigeminal, olfatoria, sistémica e
linfatica contribuam de maneira independente ou sinérgica no transporte dos farmacos

(BOURGANIS et al., 2018).
2.2 Fisiologia nasal

Dentro da cavidade nasal sdo observadas trés regides distintas. A regido vestibular que
corresponde a por¢ao frontal, onde sdo encontrados o muco e as células ciliadas que bloqueiam
as particulas estranhas através da depuragdo mucociliar (CROWE et al., 2018).

A regido respiratoria que corresponde a maior por¢io, cobrindo cerca de 130 cm? da 4rea
total, apresenta quatro tipos celulares: célula basal, célula caliciforme, célula epitelial colunar
ciliada e ndo ciliada (MERKUS ef al., 1998). A alta vascularizagdo nessa regido pode facilitar
a absorcao de farmacos para a circulacdo sistémica. Esta regido compreende também os
neurdnios sensoriais trigémios que possibilitam o transporte do farmaco via nervo trigémeo
evitando a barreira hematoencefalica (PARDESHI; BELGAMWAR, 2013; CROWE et al.,
2018).

Por ultimo, a regido olfativa, que esta situada na porg¢ao superior da cavidade nasal, logo
abaixo do osso etmoide. Esta regido possui quatro tipos celulares: células de suporte, células
microvilares, células basais e neurdnios receptores olfativos com uma pequena por¢ao de

neurdnios trigémeos. E ainda, abaixo do epitélio olfativo e respiratério, existe a lamina propria
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que contém vasos sanguineos, rede linfatica, glandula de Bowman, espagos perivasculares,

axonios e tecidos conjuntivos (DHURIA et al., 2010).

2.3 Limitacoes

Vérios mecanismos protegem a via nasal da entrada e permanéncia de substincias
exdgenas ¢ estes mecanismos de defesa se apresentam como limitagdes fisicas para a
administracao naso-cerebral. Entre elas estdo a depuragdo mucociliar, a degradagdo enzimatica
e a baixa retencdo do farmaco na mucosa nasal, assim como a toxicidade epitelial (AGRAWAL
etal., 2018).

O mecanismo de depuragao mucociliar transporta a camada de muco que cobre o
epitélio nasal, através dos cilios nasais, para o sistema nasofaringeo onde ¢ deglutido ou
expectorado e este processo evita a entrada de substancias indesejadas, como microorganismos
e sujidades do ambiente externo para o sistema respiratorio, promovendo ainda a manutencao
da umidade do sistema com a promocao da troca de agua e ions (MISTRY et al., 2009). Com
1sso0, contribui para uma redu¢do do periodo em que o fArmaco esta em contato com a mucosa
nasal, o que pode limitar a absor¢cdo (AGRAWAL et al., 2018; CROWE et al., 2018).

A camada mais expessa e viscosa de muco que cobre o epitélio respiratorio ¢ excretada
pelas células caliciformes. Este muco ¢ composto por aproximadamente 3% de mucina e 90-
95% de agua contendo eletrolitos, proteinas séricas, imunoglobulinas e lipidios. O tempo de
cerca de 12 a 15 min de transito mucociliar em humanos leva a baixa reteng¢ao do farmaco na
mucosa nasal, o que limita a sua absor¢ao (MERKUS et al., 1998).

Em relagdo a reten¢ao e absor¢ao do farmaco, moléculas com massa molecular até 300
Da sdo melhor absorvidas, enquanto que moléculas com massa molecular acima de 1000 Da
tem a absorcdo prejudicada, ainda que estas substancias sejam apolares e hidrofobicas (PIRES,
2009). A projegao de particulas carregadas com o farmaco também leva em consideracdo o
tamanho como parametro critico para uma reten¢do suficiente que permita a permeagao, pois
elas podem ficar depositadas em diferentes locais do sistema respiratorio. Particulas com um
diametro superior a 10 pm podem permanecer na cavidade nasal enquanto particulas menores,
se nao forem absorvidas, tendem a percorrer todo o caminho respiratorio através da passagem
nasal atingindo a garganta e pulmdes (PIRES, 2009).

Algumas outras propriedades sao recomendadas para contornar as limitagdes e
favorecer a absor¢ao de um farmaco pela via naso-cerebral como baixa massa molecular, alta

concentragdo do farmaco, fluidez da formulagdo e miscibilidade com &gua, para que possa ser
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administrada em forma de spray, lipofilicidade adequada que permita atravessar as barreiras
biologicas e, ainda, apresentar pH entre 5,0 e 6,5 para evitar a irritagdo da mucosa nasal (PIRES;
SANTOS, 2018; BAHADUR; PATHAK, 2012).

Diante disso, fica claro que se faz necessario atender a alguns requisitos para que o
farmaco esteja apto a ser liberado no cérebro, pela via nasal. O desenvolvimento da formulacao
deve ter como objetivo transpor estas limitagdes, de forma a manter o firmaco tempo suficiente
na cavidade nasal, evitando a depuracdo mucociliar e aumentando o tempo de residéncia da
formulagdo, assim como favorecer o rapido transporte das moléculas através da mucosa nasal

(KUMAR et al., 2009; AGRAWAL et al., 2018; YU et al., 2019).

2.4 Sistemas nanoestruturados para liberacao naso-cerebral de farmacos

Diferentes tipos de formulagdes farmacéuticas ja foram estudados para a incorporacao
de farmacos com o objetivo de liberacdo naso-cerebral. Estes sistemas incluem: lipossomas
(ARUMUGAM et al.,2008; AL ASMARI et al.,2016; SALADE et al., 2017), transferossomas
(SALAMA et al.,2012), nanoestruturas lipidicas (MADANE; MAHAJAN, 2016; GADHAVE;
KOKARE, 2019; MATARAZZO et al., 2021), nanoemulsao (MAHAJAN; GATTANI, 2009,
ESPINOZA et al., 2019), hidrogel (GU et al., 2016), nanoparticulas (SEJU et al., 2011), cristal
liquido (SOUZA et al., 2021) entre outros.

Espinoza et al. (2019) estudaram a possibilidade de transpor a BHE com uma
nanoemulsdo (NE) para administragdo intrasanal de donepezil, farmaco utilizado no tratamento
da doenga de Alzheimer. A estratégia utilizada foi o desenvolvimento de uma NE com a
combinacdo das propriedades de bioadesdao e melhoramento da permeacdo através da
incorporagio de pluronic F-127% na fase aquosa. O polimero ndo-iénico pluronic F-127% ¢
solivel em agua e, devido a sua natureza anfifilica, permitiria a interagdo da formulacao com
as cadeias glicoprotéicas da mucina que forma o mucu, permitindo assim um maior tempo de
permanéncia da NE na mucosa nasal. Para a formulag¢io contendo 6,25 mg.mL™"! de donepezil,
foi utilizado o capriol 90® como componente oleoso que dissolveu o farmaco, labrasol® como
surfactante e transcutol-P® como co-surfactante e, na fase aquosa, foi adicionado o polimero
pluronic F-127. A NE apresentou formato esférico com tamanho de 128,50 = 1,03 nm e indice
de polisdispersao de 0,12 = 0,01. Nos estudos de permeagao ex vivo, utilizando membrana nasal
suina como barreira e uma solugio de transcutol-P® e dgua (60:40, v/v) como meio receptor,
foi observada maior permeagio para a NE contendo pluronic F-127% (28,39%, 6h de ensaio)

quando comparada a mesma NE sem a adi¢do do polimero (10,64%, 6h de ensaio). Nao foram
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realizados estudos in vivo com a formulacdo, mas os resultados encontrados in vitro e ex vivo
foram promissores.

Em outro estudo recente, que investigou a administracao nasal de teriflunomide (TFM),
utilizado no tratamento de esclerose multipla, Gadhave & Kokare (2019) otimizaram uma
formulacao para carrear TFM em nanoparticula lipidica (TFM-NLC) com e sem acgao
mucoadesiva. A combinagio do agente geleificante termorresponsivo poloxamer 407® com
uma mistura do agente mucoadesivo HPMC K4M® foram utilizados para revestir as TFM-NLC
formando TFM-MNLC. A TFM-NLC atingiu tamanho de 99,82 + 1,36 nm, potencial zeta de -
22,29 + 1,8 mV e eficiéncia de encapsulagado de 83,39 + 1,24%. Nos estudos ex vivo, utilizando
mucosa nasal de ovelha em difusor de célula de Franz, a formulagdo com mucoadesao foi 2,0
vezes mais permeada do que a formulagdo comparativa. O estudo in vivo avaliou a agdo
terapéutica do TFM em ratos Wistar com neurodegeneragdo e neuropsiquiatria ativada pelo
agente cuprizone (0,6%). Para avaliar os resultados da administracao oral e intranasal de TFM,
4 grupos com 3 animais, sendo grupo I (controle normal), grupo II (controle negativo com
cuprizone 0,6%), grupo III (TFM-NLC 100 pg/mL solugdo oral contra cuprizone 0,6%) e grupo
IV (TFM-MNLC 50 pg/mL por via intranasal contra cuprizone 0,6%) foram dasafiados no
modelo de avaliagdo comportamental labirinto em cruz elevado e o resultado foi que a
administracdo pela via intranasal da TFM-MNLC apresentou resultados mais rapidos na
reducdo da neuroinflamag¢ao quando comparada a administragdo oral da TFM-NLC, sugerindo
assim maior rapidez ao atingir o alvo pela via naso-cerebral.

Donepezil ¢ um farmaco amplamente usado para tratamento da doenga de Alzheimer e
existem varios estudos de modificagdo farmacotécnica com a finalidade de administra¢ao
intranasal para atingir com maior eficacia o tecido cerebral. No estudo realizado por Al Asmari
e equipe (2016) o farmaco veiculado em lipossomas foi investigado na administragdo intranasal
in vivo utilizando ratos como modelo biologico. Os lipossomas foram preparados utilizando
colesterol, polietilenoglicol e 1,2-distearyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DSPC) através da
técnica de hidratacdo da fina camada lipidica, onde os materiais na propor¢ao de 2:0,5:1,
respectivamente, foram dissolvidos em cloroférmio, o qual foi evaporado em rota vapor e
hidratado com tampado pH 7,4 contendo o farmaco donezepil. Este contetdo foi agitado em
vortex e depois passou por trés ciclos de congelamento (-80 °C) seguido de descongelamento
(30 °C). Foram obtidos lipossomas com 102 + 3,3 nm de tamanho, indice de polidispersao de
0,28 £ 0,03, potencial zeta de -28,31 + 0,85 mV, eficiéncia de encapsulacao de 84,91% +3,31%
e a biodisponibilidade in vivo foi comparada com a via de administra¢do oral. Os animais do

grupo I e Il receberam donepezil (1 mg/Kg) via oral e nasal, respectivamente, enquanto o grupo
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III recebeu os lipossomas de donepezil (1 mg/Kg) por via intranasal. Seis ratos foram
sacrificados ap6s 0.5, 1, 1.5, 3, 4, 6 e 8 h da administracdo e foram analisados sangue e cérebro
quanto a presen¢a de donepezil, pela técnica de LC-MS e os resultados demonstraram uma
biodisponibilidade dos lipossomas proxima de duas vezes maior que o farmaco livre (P<0,05).

A formulagdo de lipossomas foi a alterativa de Narayan e colaboradores (2016) para
viabilizar a administracdo intranasal e permeagao direta para o tecido cerebral do farmaco
risperidona, que € lipofilico de baixa massa molecular, utilizado no tratamento de esquizofrenia.
A metodologia de escolha foi da hidratagdo da fina camada lipidica e a composicdo foi
otimizada através de um planejamento fatorial a fim de se obter a maior eficiéncia de
encapsulacao e menor tamanho de particula. Os lipossomas otimizados foram revestidos com
estearamina (SA) (lipossomas cationicos) ¢ MPEG-DSPE (lipossomas peguilados) para
melhorar a penetragdo e os estudos in vivo foram realizados em ratos Wistar albinos em
comparacdo com a administragdo intravenosa do farmaco. A melhor propor¢ao de
fosfatidilcolina de soja (SPC) e colesterol (CH) foi de 8:1 e a fragdo oleosa para o farmaco, foi
de 10:1. Para os lipossomas cationicos a propor¢ao foi de 8:1:0,25 (SPC:CH:SA) e para os
lipossomas peguilados foi de 8:1:0,20 (SPC:CH:MPEG-DSPE). Foram obtidos lipossomas com
tamanho de particulas entre 90 e 100 nm, indice de polidispersdo menor que 0,5, eficiéncia de
encapsulacdo entre 50% e 60% e a formulagdo de lipossomas incorporados com
polietilenoglicol demonstrou maior capacidade de atingir o cérebro, apds administragdo nasal,

em comparag¢ao com a administracao intravenosa e com as demais formulagdes.

2.5 Lipossomas

Os lipossomas utilizados como veiculo para liberacdo naso-cerebral de farmacos tém
sido amplamente pesquisados e descritos em diversas revisdes de literatura sobre o tema
(BARROS et al., 2020; HONG et al., 2019; ALEXANDER et al., 2019).

Os lipossomas sdo estruturas versateis, que podem carrear tanto farmacos hidrossoluveis
como lipossoluveis e podem ser funcionalizados com a inser¢ao de diversos ligantes para que,
entre outros, facilitem a permeacdo, evitem o reconhecimento fagocitirio e até mesmo
modifiquem os padrdes naturais de distribui¢@o dos lipossomas direcionando-os para os locais
onde se espera agao farmacologica (GLUKHOVA, 2020; KUMAR et al., 2020).

Desde sua descoberta na década de 60 por Alec D. Bangham, os lipossomas tém
recebido atencdo especial como sistemas de liberagdo de farmacos devido a sua

biocompatibilidade, baixa toxicidade e por permitirem carrear tanto moléculas hidrofilicas
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como lipofilicas (BANGHAM et al., 1965; SPUCH; NAVARRO, 2011; BOZZUTO;
MOLINARI, 2015). Considerado um dos mais seguros e efetivos sistemas de liberacdo, os
lipossomas se apresentam como pequenas vesiculas esféricas constituidas de uma ou mais
bicamadas lipidicas que se arranjam espontaneamente em meio aquoso. S30 compostos,
basicamente, por i) fosfolipideos, sendo a fosfatidilcolina a mais utilizada devido a sua
estabilidade frente a variagdes de pH, ii) esterdis como o colesterol e iii) antioxidantes. A
camada lipidica hidrofobica esta voltada para o interior da lamela, e a fase polar voltada para o
exterior aquoso (NISINI et al., 2018; PATIL; JADHAYV, 2014; LAl et al., 2013).

Os lipossomas sao classificados de acordo com seu tamanho e estrutura, podendo variar
de 20 nm até 5 pum. Lipossomas unilamelares possuem uma unica bicamada lipidica na
composi¢ao e diferem no tamanho, podendo ser classificados como VUP (vesicula unilamelar
pequena) ou mesmo VUG (vesicula unilamelar grande), enquanto lipossomas multilamelares
sdao maiores e constituidos por mais do que uma camada lipidica. Lipossomas multilamelares
diferem na disposicao das camadas e sdo classificados como VML (vesiculas multilamelares),
onde as bicamadas lipidicas estdo dispostas de forma concéntrica e VMV (vesiculas
multivesiculares) que sdo estruturas constituidas por uma vesicula de tamanho na escala
micrométrica contendo em seu interior um nimero aleatério de vesiculas de menor tamanho

(KUMAR et al., 2020; BOZZUTO; MOLINARI, 2015; AKBARZADEH et al., 2013).

Quadro 1 - Classificagdo dos lipossomas baseado em diametro médio e lamelaridade

Classificacio do lipossoma Diametro médio Abreviatura
Vesicula unilamelar pequena 20 — 100 nm VUP
Vesicula unilamelar grande > 100 nm VUG
Vesicula unilamelar gigante > 1000 nm VUGI
Vesicula multilamelar > 500 nm VML
Vesicula multivesicular > 1000 nm VMV

Fonte: Adaptado de VEMURI; RHODES,1995; LAOUINI et al., 2012.

Diferentes técnicas sdo descritas na literatura para a produgdo de lipossomas. As
técnicas consideradas classicas e reproduziveis em escala laboratorial sdo:
1) Hidratacdo do filme seco de lipidios ou hidratacdo da fina camada lipidica: Proposto por
Alec Bangham e colaboradores na década de 60, os componentes hidrofébicos como a

fosfatidilcolina e o colesterol sdo dissolvidos em solvente organico, solvente o qual ¢
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removido por evaporagao, formando um filme seco que fica depositado na parede do frasco.
Este filme ¢ hidratado com uma solucdo aquosa através de agitagdo e temperatura acima
da temperatura de transi¢do de fase do lipidio utilizado. Os lipossomas formados sdo
heterogénios a nivel de tamanho e numero de bicamadas e podem ser reduzidos e
homogeneizados através de técnicas como sonicagdo, extrusdo em membanas de
policarbonato ou homogenizadores de alta pressio (BANGHAM et al., 1965;
BOZZUTO; MOLINARI, 2015; AL ASMARI, 2016).

Evaporacao em fase reversa: Esta técnica consiste na formagao de um filme lipidico inicial
através da solubilizacdo e posterior evaporacdo do solvente, o qual ¢ ressuspendido em
solvente organico, depois ¢ adicionada a fase aquosa que, homogeneizada através de
sonicacao, leva a formagao de uma emulsao agua em 6leo. O solvente organico ¢ evaporado
através da reducdo da pressdo sob fluxo de nitrogénio, formando um gel viscoso e o
solvente organico remanescente ¢ removido por rotaevaporacgao a baixa pressao (SZOKA;
PAPAHADJOPOULOS, 1978; PATTNI et al., 2015; BAOMIAO et al., 2017; Liet al.,
2020).

Técnica de inje¢ao de solvente: Técnica simples, onde os componentes hidrofobicos sdo
dispersos no solvente organico (éter ou etanol) e injetados no meio aquoso, com um
controle da temperatura, intensidade da agitacdo do meio aquoso, assim como controle da
taxa e pressdao aplicadas na injecdo. Esse processo resulta na formagdo de lipossomas
unilamelares pequenos (DEAMER, 1978; STANO et al., 2004; JUSTO; MORAES,
2011; NARENDRA et al., 2020).

Dialise de detergente: A composi¢ao lipidica solubilizada com detergente produz micelas
bem definidas, apds remocao do detergente através de um processo de dialise controlada,
os fosfolipideos se organizam em vesiculas unilamelares homogéneas, na faixa de tamanho
de 40-180 nm, com grande capacidade de encapsulamento (ZUMBUEHL; WEDER,
1981; SCHUBERT, 2003).
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Figura 2 — Representacdo grafica de lipossoma funcionalizado com quitosana e polietilenoglicol
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Fonte: Adaptado de https://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-medicina/nanoparticulas e

CiplaMEDVideo em https://www.youtube.com/watch?v=JzP2K60VDmc

2.5.1 Incorporagao de polietilenoglicol em lipossomas

De forma a evitar o reconhecimento fagocitario, com consequente eliminacdo dos
lipossomas do sistema circulatorio, os lipossomas podem ser revestidos com componentes
hidrofilicos, como polietilenoglicois (Figura 2), formando assim lipossomas de longa
circulagdo sistémica, para que sejam habeis na liberacdo do farmaco (NOSOVA et al., 2019;
BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Este revestimento também fornece uma caracteristica de elasticidade, tornando as
vesiculas lipossomais flexiveis, capazes de sofrer deformacdes sem perderem sua estrutura, o
que pode permitir a permeagdo passiva através da via paracelular (CEVC; SCHATZLEIN,
2002; DRAGICEVIC-CURIC et al., 2010). Existem muitos estudos publicados que reportam a
melhora na permeacao cutanea promovida pelos lipossomas flexiveis em comparagdo com o0s
lipossomas convencionais (ALSHRAIM et al., 2019; CHEN et al., 2016; ALOMRANI et al.,
2014; EL ZAAFARANY et al., 2010).

Os lipossomas flexiveis possuem o0s mesmos constituintes dos lipossomas
convencionais como fosfolipideos e esterdis, no entanto vao se tornar flexiveis com a adigdo de
um ativador de superficie, que ¢ frequentemente um surfactante de cadeia tnica (colato de
sodio, desoxicolato de soédio, Tween®) ou um dlcool molecular pequeno (etanol,
propilenoglicol, polietilenoglicol), que possuem um alto raio de curvatura levando ao aumento
da fluidez e flexibilidade das bicamadas fosfolipidicas (EL ZAAFARANY et al.,2010; PEREZ
etal., 2015; WEIZE et al., 2012).



29

2.5.2 Revestimento de quitosana em lipossomas

Uma maneira de favorecer a permeagdo nasal de nanoparticulas ¢ a modificagdo da
carga superficial. Corroborando com o tamanho em escala nano, uma carga positiva nas
particulas favorece a interagdo com a membrana celular podendo levar a abertura das jungdes
tight, ambiente no qual a carga ¢ negativa. Esta atragdo entre cargas opostas, associada ao
tamanho da nanoparticula, favorece a permeacao paracelular do farmaco através da membrana
nasal (BONACCORSO et al., 2017; SUNDERLAND et al., 2006).

Um material utilizado com a finalidade fornecer esta carga positiva desejada ¢ a
quitosana (unidades de p-(1-4)-2-acetamido-D-glucose e [-(1-4)-2-amino-D-glucose).
Derivado deacetilado da quitina, consiste em um biopolimero natural encontrado no
exoesqueleto de crustaceos e nas paredes celulares dos fungos. A quitosana ¢ um polimero
cationico biocompativel e biodegradavel que, além de possuir propriedades bioadesivas, que
permitem maior permanéncia no muco nasal, apresenta baixa toxicidade (KUMAR et al., 2020;
YU et al., 2019; SALVA et al., 2015; ELSABEE; ABDOU, 2013; KEAN; THANOU, 2010).

A utilizag¢do da quitosana como polimero de revestimento (Figura 2) com a finalidade
de alteracdo da carga da superficie de nanoparticulas, mucoadesdo e promoc¢ao da melhora na
permeacgao naso-cerebral tem sido amplamente estudada na formulacao de sistemas de liberagao
de fAirmacos para tratamento de patologias que acometem o SNC como as neurodegenerativas
doengas de Alzheimer e Parkinson (ELNAGGAR et al., 2015; HANAFY et al., 2016; FAZIL
etal.,2012; TROTTA et al., 2018), caquexia (SALADE et al., 2017), tumor cerebral (SUN et
al.,2012; AGRAWAL et al., 2017), entre outros.

Quagliariello et al. (2019) trabalharam com lipossomas de &cido butirico revestidos com
quitosana no tratamento in vitro de carcinoma hepatocelular e observaram a capacidade do
revestimento com quitosana na internaliza¢ao dos lipossomas em células de hepatoblastoma
humanas, demonstrando potencial aumento da atividade citotoxica do acido butirico quando
comparado com ele livre ou presente em lipossomas ndo revestidos com quitosana. Os
lipossomas foram produzidos através da técnica da hidratacao de filme lipidico em que o filme
foi composto de fosfatidilcolina de soja, colesterol e o acido butirico dissolvidos em
cloroférmio, o qual foi evaporado na sequéncia, e o filme hidratado com acido citrico 50 mM.
Apods homogeneizacao e redu¢do do tamanho dos lipossomas em sonicador (10 min, 1 mHz),
para o mesmo volume de lipossomas, foi adicionado uma solu¢do de quitosana (0,1%) em

tampao fosfato salino pH 6,8 e incubado a 4 °C por 1 h.
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Com o objetivo de desenvolver um nano-sistema destinado a administracdo naso-
cerebral de grelina para o tratamento de caquexia, Salade er al. (2017) desenvolveram
lipossomas revestidos com quitosana contendo grelina, um hormoénio peptidico natural,
secretado no sangue principalmente pelo estomago e intestino, conhecido como hormonio do
crescimento e que estimula a ingestdo de alimentos. O método de escolha para a producdo dos
lipossomas foi também a hidratagdo de filme lipidico e, para o revestimento das nanovesiculas
obtidas, a quitosana foi dispersada sob agitacdo magnética em PBS pH 7,4 durante a noite até
obtencao de uma solucao final translucida e homogénea (10 mg/mL). Para 9 mL de lipossomas
contendo grelina (10 mg/mL) foi adicionado 1 mL da solug¢do de quitosana, gota a gota sob
agitacdo magnética a 3000 rpm. A dispersao dos lipossomas revestidos foi deixada durante 1 h
sob agitacdo magnética antes de ser mantida durante a noite a 4 °C. Foi observado que a
quitosana favoreceu a mucoadesdo, levando a um aumento na adsor¢dao de mucina de 22,9% e
o aumento da permeagdao foi comprovado através do estudo in vitro de permeagdo em
monocamada epitelial de células Calus, em que 10,8% de grelina foi recuperada no
compartimento basal, quando encapsulada em lipossomas revestidos de quitosana enquanto

nada foi recuperado com a grelina isolada.

2.6 Meningite criptocdcica

Dentre as patologias que acometem o sistema nervoso central com potencial para a
investigacao de sistemas de permeacgdo naso-cerebral, estd a meningite. Infec¢do causada por
bactérias, fungos, virus ou parasitas, a meningite leva a inflamag¢ao das membranas que cobrem
o cérebro e a medula espinhal e ainda hoje apresenta elevados indices de mortalidade (LIU et
al, 2012; SPADARI et al., 2020). Apesar da patologia estar associada a varios patdgenos, a
meningite criptocécica, causada pelos fungos Cryptococcus spp. ¢ uma infeccao oportunista e
pode ser identificada como uma ameaca a vida (HONDA; WARREN, 2009; RUSCHEL,;
THAPA, 2020).

O solo contaminado com as sub-espécies Cryptococcus neoformans € Cryptococcus gatti
provenientes de excrementos de passaros, sdo a principal fonte de contaminacdo humana
causando desde infecg¢des de pele, tecidos moles, linfonodos, ossos e articulagdes até infeccao
pulmonar e meningite (WARR et al, 1968). Os fungos sobrevivem no ambiente sob a forma de
esporos, protegidos por uma céapsula de polissacarideo, o que promove uma capacidade maior
de viruléncia. Os gatos podem atuar como vetores, devido a suscetibilidade a infeccao

(HENAO-MARTINEZ; VELA-DUARTE, 2018).
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A via de entrada respiratoria leva a infeccdo pulmorar, no entanto, C. neoformans e C.
gattii disseminados, sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) causando a
meningoencefalite onde os sintomas incluem dor de cabega, febre, letargia e confusdo mental,
e os individuos mais predispostos sdo aqueles com sistema imunoldgico ja debilitado
provenientes de patologias pré existentes como, por exemplo, SIDA e lupus eritematoso (KIM,

2008; MALHOTRA et al, 2017; SPADARI et al., 2020).

A BHE oferece uma protecao ao tecido cerebral. Formada por juncdes celulares estreitas,
juncdes tight, separa a circulagdo periférica do SNC, permitindo a passagem de substancias
provenientes da corrente sanguinea para garantir a manutencdo da homeostase, porém
bloqueando a entrada de substancias neurotoxicas (VAN SORGE; DORAN, 2012;
MARIANECCI et al., 2017). Apesar da existéncia deste bloqueio, a transposi¢ao microbiana
pode ocorrer por rotas transcelulares e paracelulares em que, o patdgeno sobrevive na corrente
sanguinea e atravessa as barreiras hematoencefélica e barreira do liquido cefalorraquidiano

atingindo o tecido cerebral (LIU et al, 2012; KIM, 2008).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o tratamento da meningite
criptocdeica em trés etapas: i) fase de inducdo, periodo de tratamento intensivo de pelo menos
duas semanas de duragdo através de uma rapida atividade antifingica com objetivo de promover
a esterilizacao do liquido cefalorraquidiano, caso necessario pode levar mais tempo até que se
obtenha total esterilidade; ii) fase de consolida¢do, onde o tratamento ¢ continuado por, pelo
menos, mais 8 semanas e (iii) fase de manutencdo que varia entre 6 a 12 semanas, até total
recuperacdo (World Health Organization, 2018; SAAG, 2000). Os medicamentos
recomendados sdo uma combinacao de anfotericina B deoxicolato, 5-flucitosina (5-FC) e

fluconazol (World Health Organization, 2018; RUSCHEL; THAPA, 2020).

2.7 Anfotericina B

O insumo farmacéutico ativo (IFA) anfotericina B, do inglés amphotericin B (AmB), e
nomenclatura quimica (IUPAC) (1R,3S,5R,6R,9R,11R,15S,16R,17R,18S,33R,35S,36R,37S)-
33-[(4-amino-3,5-dihydroxy methyloxan-2-yl)oxy]-1,3,5,6,9,11,17,37-octahydroxy-15,16,18-
trimethyl-13-0x0-14,3 dioxa bicyclo[33.3.1]nonatriaconta-19,21,23,25,27,29,31-heptaene-36-
carboxylic acid, ¢ um antifingico macrolideo da classe dos polienos, de amplo espectro, obtido

de culturas bacterianas de Streptomyces nodosus. Descoberto em 1953 (DUTCHER, 1968), foi



32

o primeiro agente antifungico a ser aprovado pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA)

em 1958 (DISMUKES, 2000).

Com formula molecular C47H73NO17 ¢ massa molecular de 924,08 Da, o farmaco
apresenta uma estrutura molecular bastante complexa (Figura 3). E caracterizado como um p6
amarelo a alaranjado, inodoro ou quase inodoro e quase insipido, com poténcia de ndo menos
do que 750 pg de anfotericina B por mg, na base seca. Na produ¢do de AmB também ¢é obtido
um pequeno rendimento de anfotericina A (AmA). Como a anfotericina A demonstra menos
atividade antifiingica, sua concentragdo deve estar abaixo de 5%, apesar dos compéndios
oficiais permitirem que, em formulagdes destinadas ao uso na preparacao de cremes, logdes e
pomadas dermatoldgicas, suspensdes e capsulas orais, possa conter um maximo de 15% de

anfotericina A (United States Pharmacopeia, 2019).

Figura 3 — Estrutura molecular da anfotericina B
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Fonte: Extraido de United States Pharmacopeia, 2019.

A anfotericina B apresenta propriedade anfotérica, devido aos lados apolar e polar do
anel da lactona, e anfifilica devido a presenca de grupos carboxilicos e amina ionizaveis. O pKa
de 3,69 e 9,12, representa os dois grupos ionizaveis na molécula. Apresenta caracteristica
hidrofobica (LogP —2,3), baixa solubilidade na faixa de pH fisiologico (Figura 4) e instabilidade
nas condigdes extremas de pH em que apresenta maior solubilidade (TORRADO et al., 2008).
O farmaco ¢ soluvel em dimetilsulfoxido (DMSO) e propilenoglicol, levemente soltivel em
dimetilformamida, levemente soluvel em metanol e praticamente insoluvel em &lcool

(BRITISH Pharmacopoeia, 2020).
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Estas caracteristicas demonstram que o farmaco apresenta baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, levando a ser classificado como classe IV no Sistema de Classificagdao

Biofarmacéutico (BCS), sistema este descrito por Amidon e colaboradores, 1995.

Figura 4 - Solubilidade da anfotericina B em diferentes valores de pH
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Fonte: ChemAxon. Disponivel em: www.chemicalize.com. Acesso em 18 nov. 2019.

O mecanismo de acdo da AmB ¢ através da interagdo com o ergosterol, constituinte
presente na membrana celular dos fungos, alterando a permeabilidade celular seletiva, com a
formacao de poros e consequente extravasamento de ions e substancias vitais. Também ocorrem
distarbios na atividade enzimatica das membranas levando a morte celular (ANDREOLI,
MONAHAN, 1968; STEVENS, 1994; GOLENSER; DOMB, 2006; SPADARI et al., 2020).

Devido a baixa solubilidade aquosa, a AmB apresenta baixa absor¢do gastrointestinal,
sendo assim administrada por via endovenosa. Com tempo de meia-vida de 24 a 48 h, na
distribui¢do o farmaco ¢ extensivamente ligado as proteinas plasmaticas e sdo encontradas altas
concentragdes no figado, bago, pulmdes, rim e medula 6ssea (BARLETT et al., 2004;
GOLENSER; DOMB, 2006). A depuragao ¢ lenta, cerca de 5 dias e somente 5% do farmaco ¢
metabolizado, sendo a maior parte excretada na forma inalterada através da bile e fezes
BEKERSKY et al., 2002; GOLENSER; DOMB, 2006).

Os efeitos toxicos atribuidos @ AmB sdo decorrentes da sua capacidade de se ligar ao
colesterol, que constitui a membrana celular dos animais. A administragdo prolongada esta
relacionada com efeitos colaterais como hipocalemia, hipernatremia, hipomagnesemia, anemia
e nefrotoxicidade (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Para contornar a baixa biodisponibilidade e a instabilidade em meio aquoso, a
formulacao convencional de AmB utiliza uma dispersdo coloidal com o surfactante

desoxicolato de sodio, disponivel comercialmente como o Fungizone® (Bristol Meyers Squibb,
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EUA), formando um complexo micelar para aumentar a solubilidade. No entanto, o
desoxicolato de sodio apresenta efeito hemolitico, o que torna a formulacdo nefrotoxica. Esta
toxicidade levou a pesquisa e desenvolvimento de novas abordagens para a administracao da
AmB. Na década de 1990 comegam a ser comercializados formulagdes lipidicas contendo AmB
em que a associacdo do farmaco com transportadores lipidicos, além de contornar o efeito
toxico do desoxicolato de sodio, também tende a reduzir a interacao da AmB com o colesterol
presente na membrana celular do hospedeiro (TORRADO et al., 2008; VYAS; GUPTA, 2006).

® existem comercialmente disponiveis

Além da formula¢do convencional Fungizone
outros trés medicamentos (Quadro 2), que consistem em preparacdes lipidicas para veicular o

farmaco anfotericina B.

Quadro 2 - Medicamentos comerciais contendo anfotericina B

Medicamento/ Dose Carga
Empresa Composicao Estrutura Diametro (mg/Kg]  superficial
Fungizone®/Bristol Desoxicolato-AmB Dispersao coloidal =1 um 0,5-1,0 Negativa
Meyers Squibb, EUA (micelas)
Ambisome®/Nexstar ~ HSPC-colesterol- Lipossomas VUP <100 nm 3,0 Negativa
Pharmaceuticals, Inc, DSPG-AmB
EUA (2:1:0,8:0,4)
Abelcet™ The DPMC- DMPG - Complexo lipidico 2-5pum 5,0 Negativa
Liposome Co., EUA  AmB (forma de fita)

(7:3:3)
Amphotec® e Colesterilsulfato de  Dispersdo coloidal ~ 122:4 nm 3,0-4,0 Negativa
Amphocil®/Sequus sodio- AmB (1:1) (forma de disco)
Pharmaceuticals, Inc,
EUA

[AmB] anfotericina B; [HSPC] fosfatidilcolina hidrogenada de soja; [DSPG] diestearoilfosfatidilglicerol; [DMPC]
dimiristoilfosfatidilcolina; [DMPG] dimiristoilfosfatidilglicerol; [ VUP] Vesiculas unilamelares pequenas.

Fonte: Adaptado de CHAUD et al., 2020 e BRAJTBURG; BOLARD,1996

Reduzir a toxicidade assim como melhorar a biodisponibilidade da AmB ¢ importante
devido a eficacia antifingica comprovada do farmaco. Tornar a AmB mais biodisponivel no
SNC para o tratamento da meningite criptocdcica apresenta alta relevancia uma vez que a
patologia demonstra ainda ser um sério desafio médico (SPADARI et al., 2020). Tornar

possivel a permeagao direta do farmaco para o SNC, como nos casos de liberagao naso-cerebral,
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¢ uma alternativa para contornar os efeitos colaterais de deposito em 6rgdos adjacentes assim
como manter a AmB exatamente no sitio de acdo (CHAUD et al., 2020).

A importancia do desenvolvimento tecnologico desta pesquisa aplicada reside no
desenvolvimento de um sistema inovador com potencial de liberacdo do farmaco direto no
tecido cerebral através da administracdo intranasal por meio de lipossomas peguilados dotados
de carga positiva, capaz de proteger e estabilizar o farmaco, favorecendo assim a veiculagao do
farmaco antifungico anfotericina B com propriedades farmacoldgicas de interesse no

tratamento da meningite criptocdcica.
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3 OBJETIVO

3.1 Geral

Desenvolver um sistema inovador envolvendo lipossomas nanoestruturados peguilados e
revestidos com quitosana, que visa o transporte através da via intranasal e liberag¢ao cerebral do
farmaco anfotericina B promovendo uma melhora na biodisponibilidade diretamente no sistema

nervoso central.

3.2 Especificos

e Desenvolver um método analitico indicativo de estabilidade por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificagdo da anfotericina B nos
prototipos produzidos, assim como nos ensaios de desempenho ex vivo e in vivo.

e Validar a metodologia analitica por CLAE para quantificacdo da anfotericina B.

e Sintetizar, caracterizar e avaliar a estabilidade de lipossomas peguilados com carga
superficial positiva incorporados com anfotericina B.

e Avaliar os parametros de permeacdo transepitelial em mucosa nasal de suino
(modelo ex vivo).

e Avaliar a biodisponibilidade do novo sistema de liberacdo desenvolvido através de

estudos pré-clinicos em ratos Wistar.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes e consumiveis

Anfotericina B (Pureza 96,4%) foi adquirida da Synbiotics Limited. O Lipoid S 100®
(fosfatidilcolina de soja, > 94%), Lipoid PE® (polietilenoglicol complexado com
fosfatidilcolina de soja na proporcao 18:0/18:0-PEG 2000) e colesterol foram gentilmente
doados pela Lipid Ingredients & Technologies. Os solventes organicos metanol, acetonitrila e
tetrahidrofurano (THF) grau HPLC foram adquiridos da Merck-Millipore (Darmstadt,
Germany). O dacido acético glacial, cloreto de s6dio, cloreto de potassio, carbonato de célcio
diidratado, propilenoglicol e acetato de etila foram adquiridos da Labsynth (Diadema/SP,
Brasil). O tensoativo ndo-idnico Triton X-100® (iso-octylphenoxy polyethoxy etanol) e a
quitosana (baixa massa molecular, deacetilagdo de 76%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis MO, E.U.A.). A 4gua foi ultrapurificada num sistema Direct-Q® 3 UV da Millisul
(Porto Alegre, Brasil) até uma condutividade final de 18.2 MQ.cm™.

4.1.2 Material biologico

Os ratos Wistar machos, com peso aproximado de 270 g, foram adquiridos do
laboratorio Anilab — Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda (Paulinia/SP, Brasil).
As cabecas de porco para extracdo da membrana nasal foram cedidas pelo frigorifico Angelelli
Ltda (Piracicaba/SP, Brasil) e o cranio foi gentilmente cortado para facilitar a remog¢ao das

membranas nasais pelo acougue da Lua (Piracicaba/SP, Brasil).

4.1.3 Equipamentos analiticos e outros

Para o preparo e avaliacdo dos lipossomas foram utilizados balanca analitica Tecnal
(Piracicaba/SP, Brasil) e balanga micro-analitica (Shimadzu, Toquio, Japdo), rota-evaporador
TE-211 acoplado ao banho termostatizado TE-2005 e bomba a vacuo TE-058 da Tecnal
(Piracicaba/SP, Brasil), incubadora com agitagdo orbital TE-4200 e banho-maria TE-0541 da
Tecnal (Piracicaba/SP, Brasil), homogeneizador por pressio Homolab 2.20 da FBF (Parma,
Italia), extrusora manual Avanti® Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabama, EUA),

centrifuga Combate Celm da UP Brasil (Cedral/SP, Brasil), banho de ultrassom da Unique
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(Indaiatuba/SP, Brasil), agitador magnético em série da Cienlab (Campinas/SP, Brasil), pH-
metro da Tecnal (Piracicaba/SP, Brasil) com eletrodo de pH (modelo SC09, Sensoglass, Sao
Paulo, Brasil), vortex da FISATOM (modelo 774, Sao Paulo, Brasil), microscopio optico YS2-
H da Nikon (China), pipetador HandyStep (Brand, Alemanha). Para quantificacdo foi utilizado
cromatodgrafo a liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Toquio, Japao) contendo bomba bindria
(LC-10AD VP), detector de arranjo de fotodiodos (SPD-M10A VP), amostrador automatico
(SIL-10AD VP), forno de coluna (CTO-10A VP), médulo de comunicagdo (CBM-20A) e o
software usado para a coleta de dados foi o LC Solution. Nas determinac¢des analiticas de
potencial zeta, tamanho hidrodinamico e indice de polidispersao, foi utilizado um sistema
DLSZetaPALS Plus (modelo NanoBrook 90PlusPALS, Brookhaven Instruments, Holtsville
NY, E.U.A.). Todo planejamento experimental foi calculado pelo software Design-Expert®
7.0.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis) e os dados de linearidade da validagcdo analitica foram

calculados pelo software Action Stat® (Equipe Estatcamp, Sao Carlos/SP, Brasil).

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Desenvolvimento analitico

A farmacopeia dos Estados Unidos, compéndio reconhecido como oficial no Brasil,
descreve a quantificagdo da anfotericina B em produtos farmacéuticos através da determinagao
da atividade (poténcia) antibiotica demonstrada pelo seu efeito inibitério sobre os
microrganismos. O ensaio de placa de cilindro ¢ o método de escolha, o qual se baseia na
difusdo do antibidtico de um cilindro vertical através de uma camada de agar solidificado em
uma placa de Petri. O crescimento dos microrganismos especificos inoculados no agar ¢
impedido em uma d4rea ou zona circular ao redor do cilindro que contém a solugdo do
antibiotico. Este halo formado ¢ medido e a sua extensdo determina o tamanho da atividade
antimicrobiana (United States Pharmacopeia, 2019).

Existem algumas publicagdes cientificas que descrevem a quantificacao da anfotericina
B através de métodos cromatograficos, utilizando cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) e detecgdo através da absor¢cdo de luz UV-Vis (KUMAR, 2014; CHANG, 2011;
ESPADA, 2008). Métodos de quantificacdo de farmacos por CLAE sdo precisos ¢ levam a
resultados mais rapidos e, diante da necessidade de otimizagdo na realizagdo dos ensaios de
quantificagdo, foi realizado um desenvolvimento analitico, baseado nas metodologias dos

autores que descrevem a quantificacao de anfotericina B através de CLAE.
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O método analitico descrito por CHANG et al. (2011) foi reproduzido de forma a
auxiliar na identificagdo dos picos de anfotericina B e anfotericina A. Resumidamente, foi
utilizada uma coluna com preenchimento C18, fase movel contendo a proporcao de 55 % de
fase organica (41/18/10; metanol/acetonitrila/THF) e 45% de fase aquosa (EDTA.2Na 2,5
mmol.L!") com fluxo de 1,0 mL.min"!, temperatura de forno de 30 °C, volume de injecdo de 30
uL e deteccao em 383 nm e 303 nm. O uso de agentes quelantes como o EDTA.2Na na fase
movel ¢ importante para colunas cromatograficas mais antigas, que continham alta quantidade
de metais. Para as colunas mais recentes, estes metais ja sdo bastante reduzidos. Neste estudo o

componente polar da fase movel foi composto por agua.

4.2.2 Planejamento experimental no desenvolvimento analitico

Com o objetivo de otimizar o tempo total da corrida analitica com manutencdo da
resolucdo adequada entre os picos, os modificadores organicos da fase movel foram avaliados
quanto as proporcoes de acordo com um planejamento de experimentos (DoE, design of
experiments) do tipo planejamento de misturas Simplex Centroide.

Para a realizacdo do planejamento de misturas Simplex Centroide (Tabela 1) foram
realizadas 11 corridas cromatograficas, de sequéncia aleatoria, contendo um ponto em
duplicata, com a variacdo da propor¢ao de acetonitrila, metanol e uma mistura de THF com
acetonitrila (1:1, v/v). Nesta etapa exploratoria a fase aquosa, composta por dgua ultrapura, foi
mantida na proporc¢ao de 50% do volume total. Os dados obtidos foram avaliados quanto a
resolucao entre os picos de anfotericina A e anfotericina B e tempo de retencao da anfotericina
B.

As andlises foram realizadas em um sistema cromatografico Shimadzu composto por
bomba bindria, sistema de detecgdo UV-Vis (DAD) a 383 nm e injetor automatico com volume
de injecdo programado para 10 pL de uma solugdo de anfotericina B na concentracao de 0,01
mg.mL!. Foi utilizada coluna cromatografica Zorbax ODS (C18) de 250 mm de comprimento
x 4,6 mm de didmetro interno com 5 pm de tamanho de particula, fase mével com modo de

eluicdo isocratica e com fluxo mantido em 1,0 mL por min.



Tabela 1 - Planejamento de misturas Simplex Centroide
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Ordem Fase organica®
aleatoria do Acetonitrila Metanol THF:Acetonitrila (1:1, v/v)

ensaio (%) (%) (%)
1 66,7 16,7 16,7
2 0,0 100,0 0,0
3 0,0 50,0 50,0
4 0,0 0,0 100,0
5 50,0 0,0 50,0
6 16,7 16,7 66,7
7 50,0 50,0 0,0
8 33,3 33,3 33,3
9 100,0 0,0 0,0
10 16,7 66,7 16,7
11 100,0 0,0 0,0

MCorresponde a 50% da fase movel total.

Fonte: elaboragdo propria.

A composi¢ao da fase organica da fase mével que demonstrou melhor resolucao entre

os picos de anfotericina A e anfotericina B associado a um tempo de retengao alinhado com o

objetivo de otimizagdo da corrida cromatografica, foi estudado frente a diferentes valores de

fluxo de fase movel, temperatura do forno de coluna e propor¢do de fase organica com a

finalidade de obter valores adequados de assimetria e pureza de pico. Para tanto foi desenhado

um novo de grupo de experimentos, através de um planejamento fatorial completo 2°, conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Planejamento fatorial 23 com triplicata do ponto central para avaliagdo da melhor condi¢do

cromatografica
Niveis
Fatores independentes Nivel inferior Nivel central Nivel superior
-1 () (+1)
g:luli(/om(:z)fase movel 0.8 1.0 12
Temperatura do forno (°C) 25 30 35
Proporc¢io da fase orginica 48 50 52

Fonte: elaboragao propria.
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4.2.3 Validacdo analitica por CLAE para quantificacdo da AmB

A validacdo da metodologia analitica por cromatografia a liquido de alta eficiéncia foi
realizada de acordo com a Resolugdo RDC 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017). A
metodologia analitica foi validada para especificidade, precisdo, limite de detecgdo, exatidao e
linearidade. Todas as variaveis foram analisadas estatisticamente de forma que se possa

concluir com exatidao os respectivos resultados.

4.2.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi verificada através da comparagdo de cromatogramas
obtidos com a solugdo padrdo, amostra, placebo e amostras provenientes de degradacgao forgada,
sendo este Ultimo um estudo para a geragdo proposital de produtos de degradacao através da
exposicao do farmaco a condi¢des de estresse como luz, temperatura, calor, umidade, hidrélise
acida/ basica e oxidagdo, de forma a fornecer informagdes sobre possiveis rotas de degradagao
e demonstrar se o método de teor ¢ seletivo na quantificacdo do farmaco. A seletividade do
método foi comprovada a partir da pureza do pico do ativo (>0,990) e através da resolug¢ao do
pico do ativo com o pico mais proximo (R >1,5), considerando, além da matriz, os picos

oriundos da degradagao forgada.

4.2.3.2 Linearidade

Para determinagdo da linearidade foram utilizadas solugdes com 7 concentragoes
diferentes da AmB, abrangendo o intervalo de 0,5 a 7,0 ug.mL! (10% a 120%) que foram
preparadas em triplicata, de maneira independente, a partir de 3 solucdes estoque de AmB
obtidas com a diluicdo de 5 mg de AmB (poténcia: 96,4%) em 100 mL do diluente metanol
acidificado com 1% de é4cido acético. A menor concentracao do intervalo corresponde ao limite

de quantificacdo e os calculos foram obtidos a partir da concentragao real das solugdes.

4.2.3.3 Limite de deteccao

Para demonstracdo do limite de deteccdo do método, a solucdo estoque de AmB,
preparada anteriormente para avaliagao da lineraridade, foi diluida, sucessivamente, e analisada
até que fosse conseguido o menor pico visivel capaz de ser diferenciado do ruido da linha de

base, apresentando sinal-ruido superior ou igual a 3:1.
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4.2.3.4 Precisio

A precisdo foi determinada através da avaliacdo da repetibilidade com o preparo de 6
solugdes amostra a 100% da concentracdo do teste, preparadas de forma individual e
independente. Para o preparo das amostras foram diluidos 50 uL dos lipossomas peguilados de
anfotericina B revestidos com quitosana em 10 mL do diluente metanol acidificado (acido
acético 1%, v/v), dissolvidos com auxilio de ultrassom por 10 min, filtrados em filtro de seringa

com membrana PVDF 0,45 um e analisados.
4.2.3.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada pela adi¢ao de quantidades conhecidas de AmB, previamente
dissolvida em metanol acidificado (acido acético 1%, v/v) ao placebo de lipossomas peguilados
revestidos com quitosana. Foram preparadas 9 solugdes individuais, contemplando o intervalo
linear do método analitico proposto, sendo 3 amostras no menor nivel do intervalo linear (0,5
png/mL), 3 amostras contemplando o nivel 100% (5,0 pg/mL) e 3 amostras no maior nivel do
intervalo linear (7,0 pg/mL). O menor nivel do intervalo linear corresponde ao limite de

quantificagdo do método analitico.
4.2.4 Sintese das vesiculas lipossomais

O procedimento para obtencdao dos lipossomas peguilados revestidos com quitosana
contendo AmB seguiu o protocolo descrito na figura 5. Para cada experimento projetado, 10
mL do solvente organico metanol acidificado (acido acético 1%, v/v) foi adicionado para
promover a solubilizacdo dos componentes lipidicos e do farmaco, com auxilio de banho de
ultrassom por 30 min, mantido a temperatura ambiente. Esta solucdo foi transferida para um
baldo de fundo redondo e, com auxilio de um rota-evaporador, foi realizada a evaporacao da
fase organica a uma temperatura de 60 °C, com pressao regulada para 250 mmHg por 30 min
até assegurar a remocao total dos solventes organicos e acido acético.

O filme lipidico aderido a superficie interna do baldo foi hidratado a 60 °C, que
corresponde a uma temperatura acima da temperatura de transicdo de fase, ou temperatura
critica (Tc), da fosfatidilcolina de soja (55 °C) (DA ROZ et al., 2015), com agitagdo manual
por 15 min, utilizando cerca de 10 mL de FNS (pH 5,0 — 6,5).
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Figura 5 — Representacdo grafica do protocolo para obtencgdo dos lipossomas peguilados revestidos com quitosana contendo AmB
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4.2.4.1 Planejamento experimental para sintese das vesiculas lipossomais

Foi desenhado um planejamento fatorial completo 2*, de caracter exploratdrio (Tabela
3) para testar varias concentragdes dos componentes da formulagao, de forma a avaliar a maior
eficiéncia de encapsulacao da AmB, indicativo do rendimento do processo. Como componentes
lipidicos foram utilizados colesterol e Lipoid S100® (fosfatidilcolina de soja) e, nesta fase, foi
incorporado o modificador de superficie Lipoid PE® (polietilenoglicol complexado com
fosfatidilcolina de soja na propor¢ao 18:0/18:0-PEG 2000), assim como o farmaco anfotericina
B. Como fase aquosa foi utilizado o fluido nasal simulado (FNS) que apresenta pH entre 5,0 e
6,5 para evitar a irritagdo da mucosa nasal, composto por 7,45 mg/mL de cloreto de sédio; 1,29
mg/mL de cloreto de potéssio; 0,32 mg/mL de carbonato de célcio di-hidratado dissolvidos em
agua ultrapura (MELON, 1968 apud CALLENS et al, 2003). As formulac¢des foram fabricadas

de acordo com o protocolo sumarizado na figura 5.

Tabela 3 - Planejamento fatorial exploratério, com os valores dos niveis inferior (-1), central (0) e superior (+1)
para cada fator avaliado

Niveis
Fatores independentes Nivel inferior Nivel central Nivel superior
-1 0) (+1)
Lipoid S100° (mg) 100 150 200
Colesterol (mg) 5 10 15
Lipoid PE® (mg) 5 10 15
Anfotericina B (mg) 5 10 15

Fonte: elaboragao propria.

Para a composi¢do mais promissora obtida neste conjunto de experimentos, foi realizado
um novo planejamento fatorial (Tabela 4), agora com as concentragdes ajustadas para o melhor
cenario em termos de eficiéncia de encapsulagdo. Nesta etapa também foi avaliado o
modificador de superficie propilenoglicol, além do Lipoid PE® (polietilenoglicol), em que
ambos tém a finalidade, nesta pesquisa, de promover flexibilidade a superficie dos lipossomas.

Com base na avaliagdo do conjunto de experimentos anterior, foram mantidas como
variaveis fixas neste novo planejamento as quantidades de anfotericina B (13 mg), assim como

do ativador de superficie Lipoid PE® (10 mg).
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Para a realizagdo dos experimentos foi adotado o mesmo procedimento de preparo
descrito para a etapa anterior (Figura 5), com excecdo da adi¢dao do propilenoglicol, o qual foi

misturado a fase aquosa (FNS) na propor¢ao fixa de 10% (p/p).

Tabela 4 - Planejamento fatorial 23 com triplicata do ponto central para avaliagdo da melhor eficiéncia de

encapsulagao
Niveis
Fatores independentes Nivel inferior Nivel central Nivel superior
(-1 () (+1)
Lipoid S100® (mg) 200 225 250
Colesterol (mg) 10 15 20
Lipoid PE® ; ;
Modificador de superficie P - PrOpllGI})OgllCOl
(10mg) (10%)

Fonte: elaboragao propria.
4.2.4.2 Redugdo do tamanho dos lipossomas

Foram avaliadas duas possibilidades de reducdo e homogeneizacdo do tamanho das
vesiculas lipossomais. Uma das técnicas foi a passagem dos lipossomas por um ciclo no
homogeneizador de laboratério de alta pressao (Homolab 2.20, FBF do Brasil) com pressdo de
100 bar em primeiro estagio e 1000 bar em segundo estdgio, onde as nanoestruturas sao
formadas a partir da alta tensao de cisalhamento que leva a ruptura das goticulas micrométricas.
A outra técnica foi a extrusdo manual do material no Avanti® Mini-Extruder (Avanti Polar
Lipids, Inc., Alabama, EUA), realizada a uma temperatura acima da Tc da fosfatidilcolina (55
°C), onde a suspensdo de lipossomas foi for¢ada manualmente através de um filtro de

policarbonato de 0,1 um e, em seguida, através de um filtro de policarbonato de 0,05 um.

4.2.4.3 Revestimento com quitosana

Os lipossomas revestidos com quitosana foram preparados com uma solugdo de
quitosana 1,0% (Sigma Aldrich, baixa massa molecular, 76% de acetilagdo). Para o preparo da
solugdo com 1,0% de quitosana, foi pesado 1,0 g de quitosana, que foi dispersa em 100 mL de
solugcdo aquosa de acido acético 1% (v/v) e mantida em agitacdo com barra magnética até
obtencdo de uma solugdo final translucente e homogénea. Esta solugdo foi filtrada em

membrana hidrofilica de 0,45 um de porosidade. Entdo 9 mL da suspensdo contendo os
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lipossomas peguilados de AmB foram revestidos com 1 mL da solu¢do de quitosana 1,0%, os
quais foram adicionados gota a gota, sob agitacdo constante de 3000 rpm, para obter uma
diluicao 10 vezes maior que a solugdo inicial de quitosana, que levou a lipossomas com 0,1%
de quitosana. Foi preparada uma suspensao placebo, contendo todos os componentes, exceto a
AmB. A suspensao de lipossomas peguilados de AmB revestidos com quitosana e o placebo
foram deixados por 1 h sob agitacdo constante em mesa agitadora com barra magnética a 3000

rpm e depois armazenadas a 8 °C até a utilizagao.

4.2.5 Caracterizagdo das propriedades fisico-quimicas dos lipossomas

4.2.5.1 Avalia¢ao do tamanho, potencial zeta e indice de polidispersidade

O tamanho hidrodinamico (HS), indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta (ZP) dos
lipossomas contendo anfotericina B foi avaliado em triplicata a 25 °C, com diluigdo de 30 pL
da amostra em 30 mL de 4gua ultrapura e com 1 min de tempo de equilibrio. As avaliagdes
foram feitas usando espalhamento dindmico de luz (EDL) e mobilidade eletroforética (Nano
Brook 90 Plus Particle Size Analyzer). A medida de tamanho foi realizada com cubeta
semimicro disponivel em poliestireno (Brand GmbH, Wertheim, Germany) e os resultados

expressos em termos de média = DP.

4.2.5.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento

Para determinar a taxa de carregamento do farmaco nos lipossomas, a suspensdo
lipossomal foi centrifugada a 3000 rpm (For¢a g = 1609,92 g) durante 10 min a 25 °C para
precipitacdo da anfotericina B ndo incorporada, a qual permaneceu insolubilizada no meio
aquoso externo.

Foi construida uma curva de calibragdo a partir de uma solucdo estoque de anfotericina
B (0,050 mg.mL™") com 7 pontos de concentracdo que foram de 0,5 até 7,0 pg.mL™! diluidas
em uma solu¢do de metanol acidificado (acido acético 1%, v/v). Para o preparo das amostras,
foram diluidos 50 puL do sobrenadante contendo os lipossomas de AmB em 10 mL do mesmo
diluente, que foram solubilizados com o auxilio de banho ultrassom por 10 min a temperatura
ambiente. A quantidade de farmaco incorporado na suspensao de lipossoma foi determinada

por CLAE.
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A eficiéncia de encapsulacdo (EE) da anfotericina B foi determinada indiretamente pela
quantidade do farmaco total, adicionado na formulagdo, pelo farmaco encapsulado,

determinado pela quantificagao por CLAE, usando a equagao:

(Farmaco — total) — (Farmaco — encapsulado)
EE(%) = & x 100
Farmaco — total

4.2.5.3 Estudos de estabilidade do sistema lipossomal contendo o fairmaco

A estabilidade dos lipossomas peguilados de AmB revestidos com quitosana mantidos
sob refrigeragao (8 °C) foi investigada. Em intervalos de tempo pré-selecionados, as amostras
foram analisadas quanto a manuten¢do do tamanho hidrodindmico (HS), potencial zeta (ZP) e

indice de polidispersao (PDI), assim como quanto a concentragdo do farmaco anfotericina B.
4.2.6 Avaliagdo da permeacao ex vivo

Este ensaio foi realizado apos protocolo aprovado pelo Comité de Etica Animal da

Uniso, CEUA UNISO 91-2016.
4.2.6.1 Estudo de solubilidade

A solubilidade do IFA no meio receptor escolhido deve ser considerada para promover
condi¢des de ndo saturagdo (condicdo SINK). A anfotericina B ¢ insoluvel em meio aquoso,
sendo assim, foi realizada a avaliacdo quantitativa da solubilidade do farmaco em diferentes
candidatos a meio receptor, com a utilizagdo do fluido nasal simulado (FNS, pH 5,0 — 6,5)
acrescido de aditivos como dimetilsulféxido (DMSO), metanol e o tensoativo Triton X-100®
para favorecer a solubilizacdo. As solu¢des foram preparadas utilizando cerca de 3,0 mg de
anfotericina B em 100 mL de cada meio receptor (0,03 mg/mL) e foram incubadas sob agitagao
constante em incubadora com agitagao orbital a 37 °C e 150 rpm. Foram retiradas aliquotas das
solucdes antes da incubagdo para indicar a concentracao no tempo zero de experimento e apos
1, 3, 4 e 5 h de agitagdo com a finalidade de encontrar o momento em que foi atingido o
equilibrio da solubilidade. As amostras foram filtradas, imediatamente apds cada coleta, em
membrana de PVDF com 0,45 um de porosidade de forma a interromper a solubilizagdo e
quantificadas por CLAE, através do método otimizado de quantificacdo de AmB desenvolvido

neste trabalho de pesquisa.
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4.2.6.2 Ensaio de permeacao ex vivo utilizando célula de difusdo de Franz

O estudo de permeacdo ex vivo foi baseado nos ensaios realizados por Madane e
Mahajan (2016) em um sistema de célula de difusdo de Franz. De acordo com a Farmacopeia
dos Estados Unidos (United States Pharmacopeia, 2019), a célula de difusdo de Franz (Figura
6) ¢ um aparato adequado e reprodutivel para medir a liberacdo de farmacos a partir de
formulacdes semissolidas. Uma camada do produto semissolido em avaliagdo ¢ colocada sobre
uma membrana em contato com o meio presente no compartimento reservatorio o qual age
como receptor para quando o farmaco difunde da formulagdo e permeia através da membrana.
As amostras sao coletadas por um periodo que vai normalmente de 4h a 6h para quantificagdo
do farmaco liberado e o volume retirado € reposto para evitar formagdo de espago vazio, que

impediria o contato constante do meio receptor com a membrana.

Figura 6 - Esquema ilustrativo da célula de difusdo de Franz.

| » Compartimento doador
Membrana w._ .
Coletae
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reposigao de

amostra

— Circulagdode dgua

Compartimento receptor =

———  » Agitador magnetico

Fonte: Adaptado de https://www.dctech.com.br/category/testes-farmaceuticos/permeacao-cutanea

Os ensaios foram realizados em duplicata, com trés diferentes composi¢cdes de meios
receptores, utilizando membrana nasal suina como barreira na célula de difusdo de Franz. O
compartimento receptor foi preenchido com 17 mL de fluido nasal simulado (FNS, pH 5,0 —
6,5) contendo 2% ou 5% do tensoativo Triton X-100® ou contendo 20% de metanol, para
assegurar condi¢oes de ndo saturagdo. O sistema foi estabilizado a 37 °C, sob constante agitacao

de 3000 rpm, por 15 min. As mucosas nasais suinas (membranas de animais do abatedouro
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Frigorifico Angelelli, Piracicaba- SP) foram colocadas nas camaras de difusdo com o lado
apical voltado para a camara doadora e o lado basolateral voltado para a camara receptora,
resultando num fluxo de permeagdo do lado apical para o basolateral. A 4rea da membrana
disponivel para permeagio foi de 1,5 cm?. As formulagdes (200 uL) foram adicionadas no
compartimento doador.

Foram desafiados quanto a permeagao os lipossomas peguilados contendo AmB com
revestimento de quitosana (LipPeAmB-CH) e sem revestimento (LipPeAmB). Ademais, foram
realizados os ensaios em cada meio receptor na auséncia de amostra (branco) de forma a
verificar qualquer interferéncia analitica na quantificagao.

Amostragens de 1,0 mL foram retiradas do compartimento receptor em intervalos de
tempo pré-estabelecidos, durante 24 h. O volume do meio receptor foi mantido constante pela
adi¢do de 1,0 mL de meio receptor novo apos cada amostragem. A quantificagdo do fairmaco
foi realizada por CLAE através de metodologia previamente validada.

A quantidade de amostra utilizada nos ensaios (200 pL) representam cerca de 220 pg
de AmB que, diluidas em 17 mL de meio contido no compartimento receptor da célula de
difusdo de Franz, leva a uma concentragdo de 12,9 pg/mL na totalidade permeada.

A membrana modelo utilizada foi a mucosa nasal suina obtida de animais de abatedouro.
Para retirada da mucosa, foi seguido o procedimento descrito por OSTH et al. (2002).
Resumidamente, as cavidades nasais foram separadas através de uma incisdo ao longo do septo
nasal. A mucosa foi removida com auxilio de uma pinga e tesoura cirirgica curva, mantida em
solugdo de cloreto de sodio 0,9% (m/v) e congelada. No dia do experimento, as mucosas foram
descongeladas e mergulhadas em solucdo salina. A formulagao selecionada foi comparada com
a presenca e auséncia do revestimento de quitosana. A concentragdo inicial do farmaco em
ambas as amostras foi de aproximadamente 1,1 mg.mL!. A quantificacio do fArmaco no meio
receptor foi realizada por CLAE, através do método otimizado de quantificagdo de AmB
desenvolvido neste trabalho, com base em uma curva de calibragdo de anfotericina B na faixa

de concentragio de 0,05 a 6,0 ug.mL"! diluida em cada diferente meio receptor.
4.2.7 Avaliagdo da biodisponibilidade em ratos

O ensaio foi realizado apods protocolo aprovado pelo Comité de Etica Animal da Uniso,

CEUA UNISO 91-2016.
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4.2.7.1 Estudo em ratos Wistar

O protocolo seguido foi baseado nos experimentos realizados por Madane e Mahajan
(2016). Ratos Wistar machos com aproximadamente 270 g foram divididos em 4 grupos com
2 animais, onde cada grupo foi sacrificado em diferentes periodos de exposi¢do. Apos
anestesiados (pentobarbital 40 mg.Kg™'), foi administrado 100 pL da suspensio de lipossomas
peguilados de AmB revestidos com quitosana contendo o equivalente a aproximadamente 110
ng de anfotericina B, divididos em 25 pL em cada narina, com duas administragdes dentro do
intervalo de 10 min. A suspensdo de lipossomas foi instilada, com auxilio de micropipeta
acoplada a um tubo de 0,1 mm de didmetro, dentro da cavidade nasal de cada animal. Os
animais foram mantidos em posicdo de supino durante a administragdo. Os ratos foram
humanamente sacrificados em diferentes intervalos de tempo, o cranio foi aberto e o material
cerebral foi cuidadosamente retirado. O cérebro foi imediatamente lavado com solugdo salina

estéril e, com auxilio de filtros de papel, o excesso de sangue foi retirado.

4.2.7.2 Extragao das amostras

O protocolo para extragdo do farmaco anfotericina B do material biologico foi baseado
no experimento de Wang et al/ (2012), com modificacdes. O material cerebral inteiro foi
triturado ¢ homogeneizado com 5 mL de dgua ultrapura, com auxilio de bagueta de vidro em
tubo de centrifuga e agitado em vortex por 1 min. Foi adicionado 5 mL de acetato de etila ao
homogenato cerebral e a mistura foi agitada intensamente, manualmente e em vortex por 5 min,
seguido de centrifugacao a 4000 rpm (Forga g = 2862,08 g) por 10 min. Cada amostra passou
pelo processo de extracdo por duas vezes e, em cada etapa, o sobrenadante organico foi
transferido para um erlenmeyer. O acetato de etila recolhido foi evaporado a 40 °C sob corrente
de ar, o residuo foi reconstituido com 2,0 mL de metanol acidificado com auxilio de ultrassom
por 5 min, filtrado em filtro de seringa de PVDF com 0,45 um de porosidade e analisado por

CLAE.

4.2.7.3 Condicdes cromatograficas

A quantificagdo da anfotericina B no homogenato cerebral foi realizada através do

método cromatografico desenvolvido neste trabalho de pesquisa. As amostras foram
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quantificadas com base em uma curva de calibracdo de anfotericina B na faixa de concentragdo

de 0,5 a2 6,2 ug.mL™! diluida em metanol acidificado.
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5 RESULTADOS

Neste trabalho de pesquisa (Figura 7) foi explorada a hipdtese de que lipossomas
peguilados revestidos com quitosana contendo o antifingico anfotericina B possa ser
administrado na cavidade nasal e transportado através da barreira hematoencefalica direto para
o tecido cerebral, sendo assim, potencialmente Util para o tratamento de doengas infecciosas

que acometem o cérebro como a meningite criptocdccica.

Figura 7 - Diagrama das etapas envolvidas no trabalho de pesquisa
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Fonte: elaboracdo propria.
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Desenvolvimento do método analitico para quantificacio da anfotericina B

Resultados do planejamento experimental no desenvolvimento analitico

A Tabela 5 demonstra as analises realizadas e os resultados obtidos para resolugdo entre

os picos de AmA, que corresponde ao principal produto de degradacdo e AmB, assim como o

tempo de retengao obtido para o pico do farmaco AmB.

Tabela 5 - Descrigao das 11 corridas cromatograficas executadas e resultados obtidos em termos de resolugdo e
tempo de retengdo

Codificagiio do __ Fatores independentes __ Resultado
experimento Acetonitrila Metanol THF':Acetonitrila Resolucio Tem~p0 de.
(%) (%) (%) retencio (min)
1 66,7 16,7 16,7 6,9 7,6
2 0,0 100,0 0,0 0,0 210,0
3 0,0 50,0 50,0 8,5 17,1
4 0,0 0,0 100,0 1,4 3,6
5 50,0 0,0 50,0 1,6 3,5
6 16,7 16,7 66,7 2,8 5,0
7 50,0 50,0 0,0 0,0 27,0
8 333 333 333 8,9 13,0
9 100,0 0,0 0,0 0,0 3,0
10 16,7 66,7 16,7 17,0 115,1
11 100,0 0,0 0,0 0,0 3,0

* A codificacdo dos experimentos corresponde a ordem aleatoria de realizagao dos testes.

Fonte: elaboracédo propria.

O desenvolvimento ou otimizacdo de um método por CLAE envolve vdrios fatores para
a realizacdo da separacdo cromatografica, como tipo e composi¢do da fase movel, fluxo e
coluna e este processo pode ser demorado, quando os experimentos sdo baseados na
metodologia de tentativa e erro, com a variagao de um fator por vez (OFAT, one factor at time),
ou seja, univariado (BARMPALEXIS, 2009). O planejamento fatorial, onde a interagdo de
varios fatores ¢ estudada de forma multivariada, torna este processo de desenvolvimento
sistematico e um tanto mais racional, na busca das condigdes ideais de trabalho.

(BARMPALEXIS, 2009).
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Figura 8 - Efeito obtido na resolug@o entre os picos de anfotericina A e anfotericina B (a) e o tempo de

retengdo (b) para o pico de anfotericina B
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Legenda: ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; THF:ACN = mistura de acetonitrila com THF (1:1, v/v); RT =
tempo de retengao.

Fonte: elaboragdo propria, obtido através do software Design Expert® versdo 7.0.

Observamos na figura 8 (a) que a resolucao atinge niveis satisfatorios, maior do que 1,5

(CIOLA, 1998), com a mistura dos trés componentes organicos (regido central, coloracao
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verde-amarelo), enquanto os menores tempos de reten¢do, considerando uma andlise otimizada,
sdo obtidos na regido onde predominam tanto acetonitrila como a mistura de acetonitrila com
THF, na figura 8 (b), regido azul. Os pontos em vermelho, denominados como Design Points
representam as analises cromatograficas reais, executadas neste estudo.

O modelo quadratico sugerido pelo software foi significativo (p-value = 0,0016) para a
avaliacdo do tempo de retencao, levando a equacdo RT=+1.46 * A +216.32*B+0.79 * C -
263.50 *AB +37.04 * AC - 300.66 *BC. Ja o modelo ndo foi significativo para a avaliagdo da
resolugdo, com p-value > 0,05. Uma maneira de melhorar o modelo seria a inser¢cdo de mais
replicatas para ajustar o desvio e aumentar graus de liberdade mas, como este estudo foi
exploratorio, com a finalidade de compreender a interacao entre os trés solventes organicos, o
resultado foi considerado satisfatorio para dar sequéncia ao desenvolvimento analitico com a
otimizagdo dos parametros cromatograficos.

Com base nos resultados obtidos e na avaliagdo dos efeitos das variaveis escolhidas para
a composi¢ao organica da fase movel, o ensaio de escolha para realizacdo dos testes de
otimizagdo dos pardmetros cromatograficos foi o experimento nimero 1 (Figura 9), que
apresentou tempo de retengdo de 7,6 min para anfotericina B e resolugdo de 6,9 com o pico de

anfotericina A, que corresponde ao principal produto de degradagio.

Figura 9 - Cromatograma obtido com a melhor condi¢do cromatografica apos planejamento de misturas Simplex
Centroide
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Legenda: Tempo de reteng@o 4,806 min corresponde a anfotericina A e tempo de retencdo 7,574 corresponde a
anfotericina B.

Fonte: elaboragdo propria.
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A otimizacdo do método analitico foi realizada com a finalidade de diminui¢ao do tempo
total da corrida cromatografica, com a manutencdo dos pardmetros adequados de resolugdo
maior do que 1,5 (CIOLA, 1998) entre os picos de anfotericina A e anfotericina B, assim como
obtencao de fator de assimetria entre 0,8 e 1,2 e pureza de pico maior do que 0,99 onde, este
ultimo parametro, indica que o pico ¢ atribuido a um s6 componente com auséncia de co-
eluicdo. A diminui¢do do tempo de corrida é importante para que se obtenham analises mais
rapidas, com menor custo, assim como reduc¢do na geragdo de residuos. A escolha de uma fase
moével com menor concentracdo de THF também objetivou a diminui¢do do custo, uma vez que
se trata de um solvente organico de maior custo, em compara¢ao com o metanol e acetonitrila
(PACHECO, 2009).

A por¢do organica da fase movel foi agora ajustada para uma propor¢do de 75% de
acetonitrila, 17% de metanol e 8% de tetrahidrofurano, que corresponde a composi¢do do

experimento numero 1 (Tabela 5).

Tabela 6 - Descri¢ao das 11 corridas cromatograficas executadas e resultados obtidos em termos de resolugio,
assimetria, pureza de pico e tempo de retengdo

Codificacio Fatores independentes ResultadosP
fio Fluxo Temperatura | Fase organica | Resolucio | Assimetria d::ﬁiz RT**
experimento® | (mL/min) °O) (%) >1,5 0,8-1,2 0,990
1 0,8 25 52 5,745 1,201 0,9643 | 7,563
2 0,8 35 52 5,289 1,199 0,7308 | 7,048
3 1,2 25 52 5,275 1,136 0,9908 | 5,118
4 1,2 35 48 6,549 1,184 0,9774 | 6,420
5 1,0 30 50 6,228 1,166 0,9924 | 6,787
6 0,8 35 48 6,952 1,260 0,9293 | 9,380
7 0,8 25 48 7,445 1,263 0,9919 | 10,083
8 1,2 35 52 4,959 1,140 0,7575 | 4,783
9 1,0 30 50 6,214 1,164 0,9935 | 6,777
10 1,2 25 48 6,826 1,212 0,9947 | 6,911
11 1,0 30 50 6,219 1,165 0,9927 | 6,777

* A codificagdo dos experimentos corresponde a ordem aleatéria de realizagdo dos testes. **RT = tempo de
retengdo, em min.

Fonte: elaboragao propria.

Para este novo conjunto de experimentos, descritos na Tabela 6, foram obtidos
resultados satisfatdrios para quase todos os parametros cromatograficos, com todos os valores
maiores do que 1,5 para resolugdo, todos os picos apresentaram resultados dentro da faixa de
0,8 até 1,2 para assimetria e o tempo de retengdo ficou baixo em todos os ensaios, variando de

4,8 min até 10,1 min. O Gnico parametro que apresentou resultados insatisfatorios em algumas
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corridas cromatograficas foi a pureza de pico, onde o valor considerado adequado nesta
pesquisa ¢ acima de 0,990. Este valor representa o grau de similaridade entre dois espectros,
calculado com base no espectro do apice do pico em relagdo aos demais pontos de toda extensao
de integragdo do pico cromatografico. O valor de pureza UV/Vis gerado pelo sofiware LC
Solution ¢ calculado pela média de todos os fatores de correspondéncia spectral obtidos na
extensdo do pico cromatografico. Fator de coincidéncia igual a zero indica nenhuma
coincidéncia espectral, enquanto valores acima de 0,990 indicam que os espectros sdo similares,
ou seja, o pico cromatografico apresenta espectros homogéneos em 99% da sua extensdo de
integragdo, indicando que ¢ atribuido a um s6 componente. Valores abaixo de 0,990 podem
indicar a presenga de outro componente como, por exemplo, um produto de degradagdo ou
componente da matriz, que possa estar coeluindo com o pico do composto de interesse e o
prejuizo quando esta coeluicdo ¢ obtida ¢ de que as areas de todos os picos coeluidos serdo
somadas levando a um falso resultado na quantificacdo do analito principal.

Segregando assim, somente as corridas cromatograficas que apresentaram valores
maiores que 0,990 de pureza, podemos selecionar a condi¢do ideal com base em outro dos
parametros cromatograficos avaliados, como a assimetria do pico. Os menores valores de
assimetria foram obtidos no ponto central do conjunto de ensaios. A assimetria de 1,0 ¢é
considerada ideal, uma vez que indica que se dividirmos o pico em duas partes iguais, a divisao
das duas metades seria 1 indicando que a dispersao das moléculas ¢ homogénea. A faixa de 0,8
até 1,2 como valores aceitaveis € usual e existe seguranga analitica em trabalhar dentro um
range para este parametro (CIOLA, 1998).

Com base nos resultados obtidos e na avaliacdo dos parametros cromatograficos
considerados ideais, o ensaio de escolha para realizacdo dos testes de quantificacdo da
anfotericina B nos testes requeridos foi o experimento do ponto central, executado em triplicata
(Tabela 6, experimentos 5, 9 e 11), com 6,8 min de tempo de retengdo para o pico de AmB,
apresentando resolucdo de 6,2 entre os picos de AmA e AmB, fator de assimetria de 1,16 e pureza
do pico de anfotericina B>990. Com esta otimizagao, houve uma redugao importante do tempo
de retencdo obtido com o método de base, que era de 16 min (CHANG et al., 2011).

As condigdes cromatograficas que levaram aos resultados considerados mais adequados
foram a utiliza¢do de um sistema CLAE Shimadzu composto por bomba binaria, sistema de
deteccao UV-Vis (DAD) a 383 nm e injetor automatico, com coluna cromatografica Zorbax
ODS (C18) de 250 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro interno com 5 um de tamanho
de particula, temperatura do forno mantida em 30 °C, fase mével com modo de eluigdo

isocratica, contendo a propor¢ao de 50:50 (v/v), de agua ultrapura e uma solucao organica
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composta de 75% de acetonitrila, 17% de metanol e 8% de tetrahidrofurano, com fluxo mantido
em 1,0 mL.min"! e volume de inje¢do de 10 pL.
A figura 10 representa o cromatograma de acordo com o experimento otimizado para

realizacdo dos ensaios requeridos.

Figura 10 - Cromatograma obtido através do resultado da otimizagdo analitica
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Tempo de retengdo 4,560 min corresponde ao pico de AmA, principal produto de degradagido (PD) e tempo de
retengdo de 6,777 min corresponde ao pico de anfotericina B (AmB).

Fonte: elaboracdo propria.

5.2 Validacdo do método analitico para quantificacio da anfotericina B

Apos defini¢ao da formulagdo do lipossoma peguilado de AmB revestido com quitosana
(LipPeAmB-CH), o método foi validado de acordo com as diretrizes da RDC 166 de 24 de
julho de 2017 (BRASIL, 2017).

Validar um método analitico significa dar ao mesmo a validade, credibilidade e
confianca. A validacdo objetiva, principalmente, assegurar que o método de analise funcione
adequadamente dentro das condi¢des de andlise para as quais foi projetado. Visa diminuir ou
controlar os fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado.

No estudo de validagdo foram avaliados os parametros de seletividade, linearidade,
limite de deteccao, exatidao e precisdo na quantificagdo de anfotericina B na presenga dos

componentes da matriz do lipossoma e possiveis produtos de degradacao.
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5.2.1 Seletividade

Seletividade do método ¢ a capacidade de medir a resposta do analito na amostra, ainda
que na presenga de outros componentes como impurezas, diluentes e componentes da matriz
(BRASIL, 2017). Através do cromatograma obtido com a solucdo preparada com o placebo
(Figura 11, b), que contém todos os componentes da formulagao, exceto o firmaco, observamos
que nao sao visualizadas interferéncias na regido do tempo de reten¢ao obtido para a AmB,

conforme demonstrado no cromatograma da solucao preparada com a amostra LipPeAmB-CH
(Figura 11, a).

Figura 11 - Cromatograma obtido com a solu¢do amostra controle e solugéo placebo
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Legenda: (a) Solugdo amostra contendo AmB; (b) Solugao placebo.

Fonte: elaboracgao propria.

O estudo de degradagao forgada ajudou a identificar quais sdo as vias de degradacdo que
a AmB ¢ mais susceptivel, caracteristica intrinseca do ativo, que vao auxiliar, inclusive, nos

estudos de estabilidade do medicamento e nos controles necessarios no processo €

armazenamento. Os estudos de degradacao forgada foram realizados com a anfotericina B na
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concentracio inicial de 5,0 pg.mL™!. Foi preparada uma solugdo estoque contendo anfotericina
B na concentragio de 50 pg.mL! e, desta solucdo, foram transferidos 1,0 mL para diferentes
baldes volumétricos de 10 mL os quais foram expostos as seguintes condicdes: 1) hidrolise
acida, onde foi adicionado 1,0 mL de solu¢cdo de HC1 0,1 M por 30 min; ii) hidrolise basica,
onde foi adicionado 1,0 mL de solugao de NaOH 0,1 M por 30 min; iii) umidade, onde foi
adicionado 1,0 mL de 4gua por 10 min a 70 °C; iv) térmica, em que a solugdo foi mantida a 70
°C por 10 min e v) fotolitica, em que a solucao foi exposta a luz natural por 60 min. O volume
dos baldes foi completado com o diluente metanol acidificado com 1% de acido acético,
homogeneizados, filtrados em filtro de seringa com membrana PVDF 0,45 pum e analisados

através do método desenvolvido por CLAE.

Figura 12 - Cromatogramas obtidos com as solugdes ap6s serem submetidas a degradagao forcada com a

finalidade de observar interferéncia de possiveis produtos de degradacao
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Legenda: (a) Amostra controle; (b) Degradagdo forcada acida; (c) Degradacdo forgada basica; (d) Degradagio
for¢ada por umidade; (e) Degradacao térmica; (f) Degradacdo fotolitica.

Fonte: elaboragédo propria.

Nao foi observado interferéncia de excipientes ou produtos de degradacao no tempo de

retencao da anfotericina B conforme observado na figura 12, e a pureza de pico do farmaco foi
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mantida acima de 0,9999 o que representa que ndo houve coelui¢cdo de outros picos com o pico
de interesse. Sendo assim, o método pode ser considerado seletivo e indicativo de estabilidade,
ou seja, ainda que haja degradacdao do principio ativo durante o processo de fabricacdo dos
lipossomas ou durante o armazenamento do produto, o método é capaz de quantificar o ativo

sem a interferéncia da degradacdo, levando a um resultado confidvel de teor.

5.2.2 Linearidade

A linearidade indica a capacidade do método em obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em estudo (BRASIL, 2017). A linearidade foi
determinada com a triplicata de sete niveis de concentragio, variando de 0,5 a 7,0 ug.mL! para
anfotericina B. As curvas de calibragdao foram estabelecidas plotando a area do pico versus a
concentracdo. Os parametros de regressdo, intercepto e coeficiente de correlagdo foram

calculados e seguem resumidos no quadro 3.

Quadro 3 - Resumo das conclusdes do estudo de linearidade (Método dos Minimos Quadrados Ordinarios)

Teste Conclusio

Teste F da ANOVA Nao rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero

Coeficiente de Correlagdo de R =0,9995 que ¢ maior que o proposto (0,99)

Pearson
Teste de Normalidade dos Residuos Nao rejeitamos a hipdtese de normalidade dos
residuos
Teste de Homocedasticidade Nao rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta Nao detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das Nao detectada dependéncia das observagdes
observacoes

Fonte: Extraido do relatorio obtido pelo sofitware Action Stat versao 3.6.

Através do grafico obtido (Figura 13) observamos visualmente uma relacdo linear na
faixa de concentragdo de 0,53 a 7,09 ug.mL'. Os residuos foram homocedasticos de acordo
com o teste estatistico de Breusch Pagan, validando a regressdo pelo método dos minimos
quadrados ordinarios. Como o coeficiente de correlacao de 0,9995 € maior que 0,990 (conforme
especificado nas normas nacionais de validagdo), concluimos que existe uma relacao linear
adequada. A equacgdo linear de melhor ajuste foi y = 56.055,0418x + 415,1270. Desta forma, o

método ¢é considerado linear dentro do intervalo especificado.
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Figura 13 - Grafico de linearidade
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Fonte: elaborag@o propria. Regressao obtida através do software Excel.

5.2.3 Limite de detecgao

O limite de deteccao foi obtido com a dilui¢ao de 1000 vezes a solucao estoque de AmB
(53,89 pg.mL") sendo o pico detectdvel a partir da concentracdo de 0,05 pg.mL' com uma

relagdo sinal/ruido de 11 vezes.

5.2.4 Precisao

A precisao verifica a proximidade dos resultados obtidos entre si, a partir de uma mesma
amostra e seguindo o mesmo preparo (BRASIL, 2017). Para avaliacdo da repetibilidade (%
DPR) foram avaliadas seis amostras, preparadas de forma idéntica. Os critérios de aceitacao
dos dados incluiram precisdo dentro de + 2% de desvio padrio relativo (DPR) da série de
medicao conforme a férmula "DPR=(DP/CMD)X100", em que DP ¢ o desvio padrao e CMD,

a concentracao média determinada entre as seis amostras da repetibilidade.

Tabela 7 - Dados obtidos para repetibilidade do método

Repetibilidade AmB (mg/mL)
1 1,13
2 1,12
3 1,11
4 1,12
5 1,10
6 1,09
Média (n = 6) 1,11
Desvio Padrao relativo (n = 6) 0,01%

Fonte: elaboragdo propria.
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Os resultados observados na Tabela 7 demonstram que o método analitico ¢ preciso,
pois o coeficiente de variacdo ou desvio padrio relativo (DPR) estd dentro dos limites de

aceitagdo de + 2,0% entre as replicatas.

5.2.5 Exatidao

Um método analitico ¢ considerado exato quando os resultados obtidos estdo em
concordancia com os resultados reais (BRASIL, 2017). A exatidao foi verificada com o preparo
de trés solugdes contempladas dentro do intervalo linear do método analitico, em triplicata de
preparo, totalizando nove solu¢des amostras onde: 3 solucdes foram preparadas na
concentragio baixa (0,5 ng.mL™"), 3 na concentragio média (5,0 pg.mL™") e 3 na concentragio

alta (7,0 pg.mL"), conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados obtidos para exatiddo de anfotericina B

Nivel Recuperacio de AmB

(%)

Baixo (LQ%*) 100,6
(=0,5 pg.mL") 99,9
> HE 99,8
Médio 29,7

(=5,0 pg.mL) 101,6
7 HE 99,4

Alto 1908f 83
~ -1 >

Média (n=9) 100,02

Desvio Padrao relativo (n =9) 0,93%

*LQ = limite de quantificagao.

Fonte: elaboragdo propria.

A recuperagdo média foi obtida na faixa de 98,0% a 102,0% para todos os ensaios com
DPR abaixo de 2,0% para cada nivel. A recuperagdo do farmaco adicionado ao placebo foi
calculada como: % de recuperagdao = (Valor obtido / Valor adicionado) x 100 e os resultados

obtidos demonstram que o método ¢ exato dentro do intervalo proposto.
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5.2.6 Robustez

Avaliar a robustez do método ¢ importante para determinar o quanto o método € sensivel
e esta susceptivel a pequenas variagcdes das condic¢des analiticas (BRASIL, 2017). A robustez
do método foi confirmada através do planejamento experimental realizado na etapa de
otimizagdo do método desenvolvido, onde foram realizadas pequenas alteragdes na composi¢ao
da fase moével, na variagdo do fluxo e na variagdo da temperatura do forno de coluna. Os
parametros alterados ndo afetaram parametros cromatograficos importantes na quantificagao
como resolugdo e assimetria, desta forma, o método pode ser considerado robusto com base nos

resultados obtidos na etapa de desenvolvimento e otimiza¢ao do método.
5.3 Sintese dos lipossomas
5.3.1 Resultados do planejamento experimental

Foi desenhado um planejamento fatorial experimental 2* com triplicata do ponto central
de caracter exploratorio (Tabela 9) para testar varias concentracdes dos componentes
selecionados para fabricagdo dos lipossomas como os componentes lipidicos fosfatidilcolina de
soja (Lipoid S100®) e colesterol, o polietilenglicol conjugado com fosfatidilcolina (Lipoid PE®)
e o farmaco anfotericina B, que foi integrado a fase lipidica no preparo dos lipossomas.

Para cada experimento projetado, 10 mL do solvente organico metanol acidificado com
1% de acido acético glacial foi adicionado para promover a solubiliza¢do da anfotericina B e
dos componentes da fase lipidica, com auxilio de banho de ultrassom por 30 min a temperatura
ambiente. Esta solucdo foi transferida para um baldo de fundo redondo e evaporado com auxilio
de um rota-evaporador (TE-211-Tecnal) a uma temperatura de 60 °C, com pressdo regulada
para 250 mmHg por 30 min, até assegurar a remogao total do solvente organico e 4cido acético.

O filme lipidico aderido a superficie interna do baldo foi hidratado com 10 mL de FNS

(pH 5 —6,5) a 60 °C, com agitacdo manual por 15 min.
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Tabela 9 - Descri¢cao do estudo e resultados em termos de eficiéncia de encapsulagao obtidos para os 19
experimentos do estudo exploratério para desenvolvimento da formulagdo de lipossomas peguilados

. ~ Fatores independentes Resultados
Codificacao A -

do Lipoid $100® | Colesterol Lipoid PE® | Anfotericina B Eficiéncia de

experimento m m encapsulacio

(mg) (mg) (mg) (mg) (% de AmB)
1 100 5 5 5 99,06
2 200 5 5 99,25
3 100 15 5 5 96,85
4 200 15 5 5 99,33
5 100 5 15 5 96,16
6 200 5 15 5 98,15
7 100 15 15 5 97,02
8 200 15 15 5 97,99
9 100 15 45,26
10 200 15 87,99
11 100 15 15 37,51
12 200 15 15 89,28
13 100 5 15 15 53,93
14 200 5 15 15 89,75
15 100 15 15 15 42,50
16 200 15 15 15 89,16
17 150 10 10 10 96,60
18 150 10 10 10 100,00
19 150 10 10 10 98,02

* A codificacdo dos experimentos ndo corresponde a ordem de realizagao dos testes, os quais foram aleatorizados.

Fonte: elaboracdo propria.

As amostras obtidas apds esta primeira etapa de desenvolvimento foram analisadas
quanto a eficiéncia de encapsulagdo (detalhes do procedimento no item 4.2.5.2) e os efeitos dos
componentes individuais e das interagdes na obtencao deste resultado foram calculados.

A anfotericina B, de caracteristica hidrofobica na faixa de pH fisiolégico, ndo ¢ soluvel
em FNS (pH 5,0 — 6,5), com isso, nos prototipos em que foi obtida baixa eficiéncia de
encapsulacdo (EE), foi possivel observar deposito de cristais de cor amarela no fundo dos
frascos (Figura 21), que indicam que o farmaco que ndo foi incorporado nos lipossomas, ficou
livre no meio aquoso e precipitou devido a baixa solubilidade.

De acordo com o teste de probabilidade normal (Half-normal plot, Shapiro Wilk), que
possibilita a visualizacdo dos efeitos, observamos na figura 14 que os componentes que
demonstraram maior efeito sobre a eficiéncia de encapsulagdo foram as concentragdes de
fosfatidilcolina de soja (Lipoid S100®) e anfotericina B, assim como a interagio entre elas. A

fosfatidilcolina de soja apresenta um efeito positivo (figura 14, A, representado pela cor laranja)
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o que demonstra que a eficiéncia de encapsulacdo aumenta na medida em que aumenta a
concentracdo do lipideo. Enquanto a concentracdo do farmaco anfotericina B (figura 14, D,
representado pela cor azul) apresenta um efeito negativo, onde quanto menor a quantidade do
farmaco, melhor sera a encapsulagao. E a interagdo entre ambos leva a um efeito positivo (figura
14, AD, representado pela cor laranja).

A anfotericina B vai interagir com a camada lipidica do lipossoma, a qual ¢ composta
pela fosfatidilcolina de soja e colesterol. Desta forma, ¢ esperado e, foi confirmado com os
resultados obtidos que, uma maior a quantidade de lipidios na formulagdo, possibilita a
incorporagdo de concentragdes maiores do farmaco.

O efeito observado para os demais fatores ficou proximo ao desvio obtido para a
triplicata do ponto central, com isso, ndo ¢ possivel diferenciar o que ¢ desvio inerente ao

processo daquilo que de fato € efeito sobre o resultado estudado.

Figura 14 - Grafico de probabilidade normal dos efeitos na eficiéncia de encapsulagdo observados para cada

fator independente, assim como suas interagdes
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Legenda: [EE] eficiéncia de encapsulagdo; A: [FTC] fosfatidilcolina de soja; B: [CH] colesterol; C: [Pe] Lipoid
PE®; D: [AmB] anfotericina B.

Fonte: elaboracdo propria, obtido através do software Design Expert® versao 7.0.
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O objetivo deste planejamento exploratorio foi de fato investigar quais seriam os pontos
criticos na formulagdo para que, a partir destes resultados, fosse possivel o delineamento de um
estudo mais conciso com o0s objetivos esperados, de produzir lipossomas com a maior
concentragdo possivel de anfotericina B.

Um fator importante observado neste estudo exploratorio foi o efeito da concentragao
de anfotericina B, uma vez que o objetivo € conseguir incorporar uma quantidade razoavel do
farmaco para seguir com os estudos in vivo. Como o modelo animal sdo ratos Wistar e na
administracdo por via nasal ndo ¢ possivel administrar uma elevada quantidade do
medicamento, a concentra¢ao de anfotericina B ¢ um fator critico para formulagao.

Com base nas observagdes obtidas no estudo exploratorio inicial, foi realizada uma nova
série de experimentos para explorar a eficiéncia na incorporagdo da anfotericina B com a
modificacdo da concentracdo dos componentes lipidicos da formulacdo. Nesta etapa, também
foi incorporado um outro ativador de superficie, o propilenoglicol, além do Lipoid PE®
utilizado no estudo incial, que € composto por polietilenoglicol conjugado com fosfatidilcolina
de soja, de forma a avaliar as diferengas no comportamento entre polietilenoglicol e
propilenoglicol.

As variaveis independentes numéricas avaliadas foram a concentragdo de
fosfatidilcolina de soja (Lipoid S100®) e colesterol e foi incluida uma variavel categorica, o
tipo de ativador de superficie, polietilenoglicol (Lipoid PE®) e propilenoglicol, ambos com
concentracdo fixa de 10 mg e 10% da fase aquosa, respectivamente. A concentragdo de
anfotericina B foi mantida fixa em 13 mg de forma a eliminar o efeito do farmaco na formulacao
e entender se esta proposta geral de componentes ¢ adequada em termos de eficiéncia de
incorporacdo do ativo.

Nesta etapa foram produzidos 11 prototipos, com triplicata do ponto central, totalizando
14 experimentos, com a variagdo conjunta dos fatores independentes (Tabela 10). O processo
de fabricacdo foi mantido (Figura 5). Para os experimentos que utilizaram propilenoglicol, este
foi adicionado ao FNS, na propor¢ao de 10%, p/p, na etapa de hidratacdo. As amostras ficaram

armazenadas a 8 °C até que fosse realizada a quantificacdo da eficiéncia de encapsulacao.



Tabela 10 - Descricao dos 14 experimentos realizados na segunda etapa do planejamento fatorial para
desenvolvimento da formulacdo de lipossomas
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Ordem de Fatores independentes Resultados
Codificagdo do | realiza¢do | Lipoid $100” Colesterol Eficiéncia de
experimento do (mg) Ativador de superficie | encapsula¢io (%)
experimento (mg)

1 12 200 10 Lipoid PE® 97,11

2 11 250 10 Lipoid PE® 100,00
3 14 200 20 Lipoid PE® 96,47
4 7 250 20 Lipoid PE® 98,93

5 1 200 10 Propilenoglicol 93,34
6 6 250 10 Propilenoglicol 91,48
7 8 200 20 Propilenoglicol 99,00
8 9 250 20 Propilenoglicol 96,52
9 4 225 15 Lipoid PE® 98,30
10 10 225 15 Propilenoglicol 95,50
11 13 225 15 Lipoid PE® 98,28
12 2 225 15 Propilenoglicol 95,40
13 3 225 15 Lipoid PE® 98,32
14 5 225 15 Propilenoglicol 95,48

Fonte: elaboragdo propria.

Para este novo conjunto de experimentos, a eficiéncia de encapsulacdo para todas as

formulacdes foi acima de 90% (91,48% a 100,00%), conforme observado na Tabela 10. A

analise dos dados apresentou uma boa relagdo entre os resultados obtidos (Actual) com os

resultados preditivos pela regressao (Predicted) conforme observado na figura 15, indicando

um bom ajuste do modelo estatistico.
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Figura 15 — Grafico “Predict vs. Actual” para avaliagdo do efeito do modelo
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Legenda: [EE] eficiéncia de encapsulagdo, [Actual] resultados obtidos; [Predicted] resultados preditivos pela
regressao.

Fonte: elaboracdo propria, obtido através do software Design Expert® versao 7.0.

Os menores resultados de EE foram obtidos com a utilizagdo do propilenoglicol
incorporado a fase aquosa do lipossoma, enquanto a utilizagdo do polietilenoglicol conjugado
a fosfatidilcolina de soja (Lipoid PE®) levou a resultados superiores a 96% de eficiéncia de
encapsulacdo. Todos os resultados de recuperagao foram satisfatorios, no entanto, foi observada
diferenga no aspecto das suspensdes de lipossomas. Os experimentos com propilenoglicol
apresentaram separacao de fases apos um longo periodo sem agitagdo, a qual retorna a condig@o
inicial apos leve agitagdo. J4 as formulagdes com Lipoid PE® ficaram estaveis quanto ao
aspecto, mesmo apos longo periodo de armazenamento (Figura 16).

O Lipoid PE® é um conjugado de polietilenoglicol 2000 com fosfatidilcolina de soja
(Lipoid PE 18:0/18:0-PEG 2000; Lipid Ingredients & Technologies) obtido comercialmente e
com a finalidade de favorecer a interagao do polietilenoglicol com a composicao lipidica do

lipossoma. Ja com o propilenoglicol isolado, sem tratamento prévio, ndo foi possivel obter uma
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interagdo efetiva com a fosfatidilcolina de soja, levando a separagcdo de fases. Diante do
exposto, para avaliagdo de escolha da formula ideal, foram considerados somente os

experimentos com polietilenoglicol (Lipoid PE®) atuando como ativador de superficie.

Figura 16 - Formulag¢do com propilenoglicol (a) e formulagdo com polietilenoglicol (b)

Fonte: elaboracdo propria.

Apesar de todos os resultados terem sido considerados satisfatorios em termos de
eficiéncia de encapsulagdo, observamos no grafico de superficie de resposta (Figura 17) que a
interagdo dos efeitos entre a % de fosfatidilcolina de soja (FTC) e % de colesterol (CH)
demonstrou um padrao linear, sem observagao de curvatura na superficie. A superficie com
colocagdao vermelha representa os maiores valores de EE obtidos com o estudo e estes se
encontram na regido com maior concentracdo de fosfatidilcolina de soja. Observamos ainda
que a média dos resultados obtidos com a triplicata do ponto central ndo estdo distantes da
superficie que foi gerada a partir de todos os resultados obtidos, indicando que o modelo foi
regular quanto aos desvios.

Os resultados obtidos corroboram com as conclusdes obtidas no primeiro planejamento
experimental, de caracter exploratorio, de que quanto maior a concentracgdo de fosfatidilcolina
de soja, maior ¢ a capacidade da formula¢do em incorporar a anfotericina B e que as diferentes

concentragdes de colesterol ndo afetam tanto a eficiéncia de encapsulagao.
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Figura 17 - Gréfico de superficie de resposta para eficiéncia de encapsulagdo (EE) observados na interagdo entre

fosfatidilcolina de soja (FTC) e colesterol (CH) nos experimentos contendo como modificador de superficie o

Lipoid PE® (PEG)
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Legenda: [EE] eficiéncia de encapsulagio, [FTC] fosfatidilcolina de soja; [CH] colesterol, [PEG] Lipoid PE®.

Fonte: elaboracdo propria, obtido através do software Design Expert® versao 7.0.

Diante dos resultados obtidos com o desenvolvimento de lipossomas peguilados
contendo anfotericina B com a abordagem de andlise multivariada dos fatores num
planejamento experimental, consideramos como formulagao ideal o ponto central deste tltimo
conjunto de experimentos, que foi realizado em triplicata (9, 11 e 13, Tabela 10), utilizando
como ativador de superficie para promocgao da flexibilidade o polietilenoglicol conjugado com
fosfatidilcolina de soja (Lipoid PE®), uma vez que foram obtidos resultados satisfatérios dentro
de todo o intervalo de variacdo proposto, conforme observado no grafico de contorno (Figura
18) e, trabalhando com a composi¢ao no ponto central, obtemos uma robustez importante de
processo, em que pequenas variagdes na propor¢ao dos componentes nao vao afetar a eficiéncia

de encapsulacio.



Figura 18 — Grafico de contorno para o efeito da fosfatidilcolina de soja (FTC) e do colesterol (CH) nos
experimentos contendo como ativador de superficie o Lipoid PE® (PEG) na resposta de eficiéncia de

encapsulacdo (EE) de anfotericina B em lipossomas
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Legenda: [EE] eficiéncia de encapsulagio, [FTC] fosfatidilcolina de soja; [CH] colesterol, [PEG] Lipoid PE®.

Fonte: elaboracdo propria, obtido através do software Design Expert® versao 7.0.

5.3.2 Redug¢do do tamanho dos lipossomas para escala nanométrica
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A formulacdo obtida de lipossomas peguilados de anfotericina B, apresentou tamanho

de vesicula variado, maior do que 1000 nm (Tabela 11), o que possibilitou observagao

diretamente em microscopio optico YS2-H da Nikon (China) com objetiva de 100 X, sem

tratamento prévio (Figura 19).
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Figura 19 — Imagem dos lipossomas antes da redugdo do tamanho das vesiculas.

Fonte: elaboragdo propria. Microscopio optico com objetiva de aumento de 100 X, sem tratamento prévio.

A necessidade de redugao e padronizagdo do tamanho das vesiculas ¢ importante para a

finalidade proposta neste estudo, uma vez que se pretende obter lipossomas na escala

nanométrica de tamanho para que seja possivel a permeagao da mucosa nasal. Para isso foram

avaliadas duas metodologias de reducao de tamanho de particula.

Tabela 11 - Valores de tamanho hidrodinamico médio (n=3) com desvio padrio associado e concentragdo obtida

de anfotericina B (AmB)

Tamanho Tamanho
Concentracao inicial | Concentracgao final
Técnica hidrodinamico | hidrodinimico
(AmB; mg/mL) (AmB; mg/mL)
inicial (nm* c) | final (nm+ o)
Homogeneizador 73,98
153 0,20
Or pressao +1,
porp 1048,52
Extrusdo por 1,28
+ 115,51 71,13
membrana 1,19
+0,24

(0,10 pm + 0,05 pm)

o = desvio padrao

Fonte: elaboragao propria.
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 11, observamos que o processo de
redu¢do do tamanho da vesicula por homogeneizagao a pressao levou a tamanhos semelhantes
de vesiculas (73,98 nm) quando comparado com a técnica por extrusdo em dupla membrana
(71,13 nm). No entanto, observamos uma queda brusca de 84% no teor do principio ativo
quando as vesiculas foram reduzidas no homogeneizador por pressdao, enquanto no processo
por extrusdo, foi observada uma perda de 7 % de anfotericina B, em relacdo a concentragdo
inicial.

No processo por homogeneizagdo por pressdo, a suspensao de lipossomas ¢ bombeada
para dentro do equipamento, a alta pressdo, e colide com o anel de impacto existente nos
arredores da valvula, levando a uma quebra na estrutura dos lipossomas, que se subdividem em
estruturas menores devido a queda brusca de pressdo e ao impacto sofrido (BARNADAS-
RODRIGUEZ; SABE’S, 2001). A energia mecanica gerada a partir da alta tensdo de
cisalhamento, observada pelo alto aquecimento da amostra, pode ter sido responsavel pela
degradacao ou ainda pela remog¢ao do fArmaco anfotericina B da estrutura lipossomal.

Ja na técnica por extrusdo em membrana ndo se faz necessaria tanta energia no processo,
que foi realizado de forma manual com temperatura mantida em 60 °C, o que manteve as
moléculas de anfotericina B integras, com pouca perda no processo (7%). Com isso, este foi o

processo de escolha para a redugdo e padronizagdo do tamanho das vesiculas.
5.3.3 Alteragdo da carga eletronica dos lipossomas

Os lipossomas obtidos apds reducao do tamanho das vesiculas apresentaram carga
eletronica negativa (-21,85 Mv £ 4,21, n=3), obtido através da determinacao do potencial zeta
(ZP), cujo resultado ¢ esperado devido a caracteristica de carga negativa da fosfatidilcolina de
soja presente na area superficial do lipossoma, formando a dupla camada lipidica intrinsica ao
sistema obtido.

Para efetivar a interacdo dos lipossomas com as membranas celulares, cujo entorno
possui carga negativa, com a finalidade de favorecer a permegao paracelular através das jungdes
tight, se faz necessaria a modificagao da carga superficial dos lipossomas obtidos. Uma vez que
estes lipossomas apresentem carga superficial positiva, a atragao entre cargas opostas, associada
ao tamanho das vesiculas, pode favorecer a permeacdo naso-cerebral almejada
(BONACCORSO et al., 2017, SUNDERLAND et al., 2006). Ademas, a quitosana, através da

sua propriedade de mucoadesao, permite uma maior permanéncia da formulagdo na mucosa
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nasal, contribuindo para melhora na permeacdao (YU et al., 2019; SALVA et al., 2015;
ELSABEE; ABDOU, 2013; KEAN; THANOU, 2010).
O sistema lipossomal em nano escala foi revestido com quitosana de forma a fornecer

carga positiva aos lipossomas e fornecer mucoadesao.

Tabela 12 - Resultados obtidos ap6s revestimento com 0,1% de quitosana, em termos de tamanho
hidrodinamico, indice de polidispersdo, potencial zeta e concentragdo de anfotericina B (AmB)

Resultados
Descri¢io do . Tam.arlho. Indice de Potencial zeta Concentragio
. hidrodinamico ‘s ~ de AmB
experimento polidispersao (mV)
(nm) (média (n=3)+ o) | (média (n=3)+ o) (mg/mL)
(média (n=3) £ o) média (n c média (n=3) £+ ¢
Lipossoma sem processo
de extrusdo para redugdo | 1048,52 + 115,51 0,394 + 0,039 -17,98 + 2,86 1,28
do tamanho
Lipossoma apés processo
de extrusdo, peguilado e 71,13+ 0,24 0,190+ 0,017 -21,85+4,21 1,19
sem revestimento
Lipossoma apés processo
de extrusao, peguilado e 60,64 + 0,62 0,120 + 0,056 +17,88 + 2,02 1,13
revestido com
quitosana 0,1%

o = desvio padrao

Fonte: elaboragédo propria.

Os resultados descritos na Tabela 12 sugerem que houve interagao entre os lipossomas
€ a quitosana via atragdo eletrostatica. O alto potencial zeta (ZP) de caracter positivo obtido
para os lipossomas peguilados revestidos sugere a adsor¢do de uma certa quantidade de
quitosana na superficie lipidica, de carga inicial negativa. A anfotericina B, presente na camada
lipidica do lipossoma, também pode ter contribuido com a interacdo através dos grupos
carboxilicos presentes na molécula e que podem interagir com a quitosana. O tamanho da
vesicula foi reduzido, provavelmente, devido a reorganiza¢do da superficie dos lipossomas apos
revestimento. O indice de polidispersao (PDI) fornece informagdes sobre a homogeneidade da
distribuicao de tamanhos, sendo um parametro importante na manutencao da estabilidade do
sistema coloidal, e os valores obtidos com os lipossomas indicam a forma¢ao de um sistema
monodisperso. A leve queda no teor de anfotericina B possivelmente ¢ decorrente da dilui¢do
da amostra (1:10) com a adi¢ao da solugdo de quitosana e, também, pode ser causada pelo erro

analitico.
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5.3.4 Defini¢ao da formulagao

Com base nos resultados obtidos durante o desenvolvimento, segue descrito na Tabela
13 a composicao centesimal final da formulagdo de lipossomas peguilados de anfotericina B
revestidos com quitosana (LipPeAmB-CH), a ser caracterizada e desafiada quanto ao potencial
de permeacao cerebral através da via naso-cerebral.

A processo de formulacao foi definido como: 1) componentes hidrofobicos anfotericina
B, fosfatidilcolina de soja (Lipoid S®), colesterol e polietilenoglicol conjugado com
fosfatidilcolina de soja (Lipoid PE®) dissolvidos em 10 mL do solvente orginico metanol
acidificado (1% de acido acético, v/v) com auxilio de banho ultrassom por 30 min; ii)
evaporacao do solvente organico em rota-evaporador por 30 min, a 60 °C; iii) hidratagdo com
10 mL de fluido nasal simulado (FNS, pH 5 — 6,5) a 60 °C, com agitacdo manual por cerca de
15 min; iv) redugdo do tamanho da particula por extrusdo em membrana de policarbonato de
100 nm seguida de 50 nm de porosidade, a 60 °C; v) adi¢ao da solucao de quitosana de baixa
massa molecular (1%, m/v, em solu¢do aquosa de acido acético 1%) na proporcao de 1 : 10,
sob agitacdo constante de 3000 rpm com barra magnética por 1 h. Adicionalmente, foi
preparado um placebo (LipPePLC), contendo a mesma composi¢ao da formulagao final, com a
exclusdo da adi¢do da anfotericina B para contribuir com os estudos comparativos. As amostras

permaneceram armazenadas a 8 °C para utilizagdo futura.

Tabela 13 - Composicao centesimal dos lipossomas peguilados de anfotericina B revestidos com quitosana

(%, m/m)
Componentes Funcio na formula (%, m/m)
Anfotericina B Principio ativo 0,117
Fosfat1d1lc'ollna %e soja Lipideo 2,025
Fase oleosa (Lipoid 1007)
Colesterol Lipideo 0,135
Polietilenoglicol -
(Lipoid PE®) Agente de flexibilidade 0,090
Fluido nasal simulado’ Diluente 87,633
Fase aquosa Potenciador de absorca
Quitosana 1,0% otenclacor de absorgao 10,000
agente de mucoadesdo
TOTAL 100,000

17,45 mg/mL de cloreto de sddio; 1,29 mg/mL de cloreto de potassio; 0,32 mg/mL de carbonato de célcio
dihidratado, pH 5 — 6,5 (MELON, 1968 apud CALLENS et al, 2003).

Fonte: elaboragdo propria.
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A suspensdo LipPeAmB-CH (Figura 20) apresentou aspecto homogéneo e translucido
que contribui com os resultados obtidos para o tamanho hidrodinamico (60,64 + 0,62 nm)
indicando que os lipossomas atingiram tamanho das vesiculas em escala nanométrica. Nao
apresentou separacdo de fases, tampouco coalescéncia, indicando estabilidade do sistema
coloidal em concordancia com os valores obtidos para o indice de polidispersdo (0,120 + 0,056)
e a manutencdo da estabilidade do sistema também foi refor¢ada pelo valor de potencial zeta
(+17,88 = 2,02) que indica alta repulsdo elétrica entre as moléculas prevenindo a formagao de

agregados.

Figura 20 — Lipossomas peguilados de anfotericina B revestidos com quitosana (LipPeAmB-CH)

Fonte: elaboragdo propria.

5.4 Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas

5.4.1 Eficiéncia de encapsulagdo da anfotericina B

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada nos experimentos de triagem, de
forma a nortear a escolha da melhor formulagdo de lipossomas. A anfotericina B, de natureza
hidrofobica, apresenta baixa solubilidade em meio aquoso na faixa de pH fisioldgico, desta
forma, a por¢do que ndo foi incorporada aos lipossomas, ficou livre no meio e precipitou na
presenga do FNS conforme observado na figura 21. As amostras foram centrifugadas a 3000
rpm (Forca g = 1609,92 g) por 10 min de forma a acelerar o processo de precipitacdo da
anfotericina B ndo incorporada e a suspensao sobrenadante contendo os lipossomas foi
quantificada por CLAE, através do método otimizado de quantificacdo desenvolvido neste

trabalho de pesquisa.
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Figura 21 - Observacao do precipitado de anfotericina B ndo encapsulada nos lipossomas

Legenda: a) Lipossoma com 89,28% de eficiéncia de encapsulagdo e b) Lipossoma com 42,50% de eficiéncia de

encapsulacdo.

Fonte: elaboragdo propria.

Com as 33 formulacgdes produzidas, foram obtidos resultados de EE de 37,5% até
100,0% de anfotericina B encapsulada (Tabelas 9 e 10). O resultado de eficiéncia de
encapsulacdo estd coerente com a observagdo visual da AmB precipitada onde as formulagdes
com maior contetido precipitado apresentaram menor eficiéncia de encapsulagdo, conforme
figura 21, a) que corresponde ao experimento numero 12 com 89,28% de eficiéncia de
encapsulacdo (Tabela 9) e a figura 21, b) que representa o experimento niimero 15 com 42,50%

de eficiéncia de encapsulacgdo (Tabela 9).

5.4.2 Avalia¢do do tamanho, indice de polidispersdo, potencial zeta e teor

\

A formulacdo foi acompanhada quanto a manutengdo dos parametros de tamanho
hidrodinamico da vesicula (nm), indice de polidispersdo, potencial zeta (mV) e teor de
anfotericina B (mg/mL) durante o periodo de armazenamento, que foi mantido a 8 °C, de forma

de avaliar a estabilidade do sistema lipossomal.
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Tabela 14 - Valores de resposta médios e desvios padrao associados para tamanho hidrodindmico, indice de
polidispersdo, potencial zeta e teor para os lipossomas peguilados revestidos com quitosana contendo
anfotericina B

Resultados
(Il‘:lzzrslgso) Ta(l:: Iz:;ho poll?(;ii;regsﬁo Pote’nc.ial zeta (mV) Teor de AmB
(média (n=3) £ 5) | (média (n=3) £ 5) (média (n=3) £ o) (mg/mL)
0 60,64 + 0,62 0,120 + 0,056 17,88 + 2,02 1,13
1 61,06+ 0,79 0,148 + 0,034 23,33+ 1,80 1,12
2 58,54+ 0,86 0,156 + 0,035 19,50+ 3,16 1,16
3 56,69 + 0,93 0,138 + 0,026 20,51 + 1,79 1,18
4 58,07 + 0,44 0,149 + 0,017 21,92 +222 1,16

o = desvio padrao relativo

Fonte: elaboragao propria.

O armazenamento dos lipossomas peguilados revestidos com quitosana contendo AmB
a 8 °C durante o periodo da avaliagdo levou a manutencdo dos tamanhos hidrodindmicos das
vesiculas entre 56,59 nm e 61,06 nm, com um pequeno aumento dos indices de polidispersao e
nos valores do potencial zeta, durante 4 meses de armazenamento, demonstrando estabilizagao
geral do sistema.

O indice de polidispersdo apresentou leve aumento no decorrer do armazenamento, com
valor minimo de 0,120 na avalia¢do inicial, atingindo valores de 0,156 apds periodo de
armazenamento. Ainda que tenha sido observado um aumento nos valores, os indices de
polidispersdo continuaram adequados indicando a formacdo de sistemas essencialmente
monodispersos para todas as formulagdes, conforme se pode observar na figura 22.

O potencial zeta ¢ uma medida das forcas repulsivas entre particulas, e uma vez que a
grande maioria dos sistemas aquosos coloidais ¢ estabilizada por repulsdo eletrostatica, quanto
maiores forem as forcas repulsivas entre particulas, menor serd a probabilidade delas se
aproximarem e formarem agregados, conduzindo assim a um sistema coloidal mais estavel
(SCHULTZ et al., 2008). A carga positiva (+) dos lipossomas, originalmente negativas (-),
sugerem uma interagdo entre a quitosana com a camada lipidica formada essencialmente por
fosfatidilcolina de soja e colesterol. A manuten¢do da caracteristica positiva (+) € sugestivo de
que o revestimento foi efetivo e prolongado, confirmando a estabilizacao do sistema.

A manutencdo do teor de anfotericina B nos lipossomas peguilados revestidos com
quitosana indicam que o sistema foi capaz de manter a integridade das moléculas. A AmB ¢
extremamente instavel quando em solugdo, conforme observado nos estudos de degradagao

forcada intencional para avaliacdo da seletividade do método analitico em que, quando exposta
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a umidade, com a adi¢do de 1,0 mL de 4gua por 10 min a 70 °C ja foi possivel observar

degradacdo com formacao de picos secundarios observados na cromatografia (Figura 12, d).

Figura 22 - Evolugdo temporal dos valores de resposta médios para tamanho, indice de polidispersdo,

potencial zeta e teor para os lipossomas peguilados de antotericina B revestidos com quitosana

Propriedades fisico-quimicas (nm)
0,180 70
0,160 o -
0,140
50
0,120 g indice de poldsperstio

0,100 g Tarmanibio (rimy) “0

0,080 g Potencial zeta [my) 30
0,060

23,33 < 21 ‘_:2 0
0,040 17,88 ’ 18,50 20,51 '
0,020 0
0,000 0

0 1 2 3 4
Tempo (meses)

Teor de AmB (mg/mL)

1,13 1,12 116 118
o 1 2 3
Tempo [meses)

Fonte: elaboracao propria.
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5.5 Ensaio de permeacio ex vivo

5.5.1 Escolha do meio receptor

Foram encontrados poucos artigos que descrevem testes de permeacdo ex vivo para o
principio ativo anfotericina B. Hussain ef al. (2015) utilizaram como meio receptor tampao
fosfato pH 6,8 e pH 7,4 contendo 2% de dimetilsulféxido (DMSO) no ensaio de permeagdo ex
vivo utilizando tecido abdominal de ratos albinos na avaliagao da permeacao de nanoemulsao
de AmB para uso topico. O tampao fosfato pH 7,4 com 20% de metanol e pele extraida de
orelha de porco foram utilizados nos ensaios de permeacao realizados por Santos et al. (2012)
na avaliacao de diferentes nanocarreadores de AmB para uso topico.

Uma solubilidade de 0,01 mg.mL! para a anfotericina B ¢ adequada para a condigio
sink considerando o uso de 200 pL da suspensdo de lipossomas (220 pg de AmB) em 17 mL
do meio receptor (capacidade do compartimento da célula de Franz) no ensaio.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 15 e demonstram que somente o uso do
tensoativo Triton X-100® nas concentragdes de 2% e 5% (m/m) levaram a valores de
solubilidade adequados ao farmaco no meio receptor, demonstrando capacidade de fornecer

condi¢des de nao saturacao.

Tabela 15 - Solubilidade da anfotericina B em diferentes candidatos & meio receptor

Meio receptor Concentracio no T0 Concentracao no equilibrio
(mg/mL) (mg/mL)
FNS + Triton X-100® 1% 0,00089 0,00336
FNS + Triton X-100® 2% 0,00276 0,01069
FNS + Triton X-100® 5% 0,00465 0,02086
FNS + DMSO 2% 0,00060 0,00072
FNS + DMSO 5% 0,00063 0,00090
FNS + Metanol 20% 0,00072 0,00186
FNS + Metanol 40% 0,00352 0,00557

Legenda: FNS = Fluido nasal simulado; TO = Tempo zero; Triton X-100%: iso-octylphenoxy polyethoxy etanol;
DMSO = Dimetilsulfoxido.

Fonte: Elaboragao propria
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5.5.2 Permeacao ex vivo de anfotericina B

Conforme resultados demonstrados na Tabela 16, apds 24 h de ensaio, uma infima
quantidade de AmB foi observada apos permeagao da amostra revestida com quitosana (+) nos
meios receptores FNS com 2% de Triton X-100® (2,99 pg) e FNS com 5% de Triton X-100®
(2,98 ng). No ensaio realizado com o meio receptor FNS com 20% de metanol, assim como
para as amostras nao revestidas com quitosana (-), a quantidade de AmB permeada foi inferior
ao limite de deteccdo do método analitico (0,05 pg/mL). Também ndo foram observadas

interferéncias na cromatografia apos inje¢do das solugdes branco.

Tabela 16 — Permeacao ex vivo através de membrana nasal suina apos 24 h

Amostra Meio receptor Permeacio (ng) % da dose permeada
(média (n=2) + o)

LipPeAmB (-) FNS + Triton X- <LD B
LipPeAmB-CH (+) 100” 2% 2,99 + 0,06 1,36

LipPeAmB (-) FNS + Triton X- <LD B
LipPeAmB-CH (+) 100® 5% 2,98 0,12 1,35

LipPeAmB (-) FNS + Metanol <LD B
LipPeAmB-CH (+) 20% <LD -

Legenda: o = desvio padrio. (-) = Potencial zeta negativo. (+) = Potencial zeta positivo. LD = Limite de detec¢ao

(0,05 png/mL)

Fonte: Elaboragao propria

Figura 23 — Ensaio de permeagdo em célula de difusdo de Franz com membrana nasal suina

Fonte: elaboragdo propria.
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Os resultados obtidos estdo em concordancia com os experimentos realizados por Santos
et al (2012) em que a permeagdao de nanoemulsdes de AmB com tamanho de particula de 239
nm e potencial zeta positivo de 35 mV foi negligenciavel. Os autores atribuiram o resultado de
auséncia de permeagao ao fato da molécula de AmB possuir alta hidrofobicidade e alto tamanho
molecular.

Os lipossomas peguilados revestidos com quitosana, com carga positiva (+) foram
capazes de permear todo o tecido e atingir o meio receptor, diferente daqueles nao revestidos
com quitosana (-). Possivelmente devido ao fato da interagdo entre a carga negativa da
superficie celular da membrana nasal e a carga positiva dos lipossomas, associada ao tamanho
de vesicula nanométrico (BONACCORSO et al., 2017, SUNDERLAND et al., 2006).

Nem sempre ¢ possivel estabelecer uma correlagdo entre experimentos in vitro € o
comportamento in vivo devido aos varios fluxos bioldgicos dificeis de serem reproduzidos
laboratorialmente. Os ensaios in vifro normalmente sdo recomendados para avaliagdo de
controle de qualidade lote a lote do medicamento fabricado, a fim de prevenir alteragdes que

possam refletir no efeito terapéutico in vivo (U.S. Food and Drug Administration, 1997).

5.6 Avaliacao da biodisponibilidade in vivo

Foi realizado um protocolo piloto, com 8 animais, onde grupos contendo 2 animais
foram sacrificados e tiveram o cérebro removido para andlise em diferentes periodos de
exposicao de forma a avaliar o tempo em que fosse atingido o maximo de absor¢ao do farmaco
e a técnica analitica de extragdo e quantificacdo da AmB no material bioldgico. A intengdo seria
repetir o experimento, com um numero maior de animais, no periodo selecionado neste estudo
piloto, comparando o sistema lipossomal revestido com quitosana (potencial zeta +) e nao
revestido (potencial zeta -) para comparagdo do efeito da quitosana na permeacgao.

Ap6s 30 min (n=2), 60 min (n=2), 120 min (n=2) e 240 min (n=2) da administracdo de
100 pL do lipossoma peguilado revestido com quitosona (110 pg de AmB), que foram divididos
em 2 doses de 25 pL em cada narina do animal (Figura 24), o material cerebral foi removido e
imediatamente analisado para determinacdo da concentragdo de anfotericina B.

Nao foi observado expulsdo do material ¢ nem obstru¢do nasal, indicando que a

formula¢ao ndo causou irritagdo na mucosa nasal dos animais.
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Figura 24 — Administra¢do nasal da suspensdo de lipossomas peguilados de AmB revestidos com

quitosana em rato Wistar

e

Fonte: elaborag@o propria

Apos andlise para quantificacdo da AmB nas amostras obtidas, nao foi detectado o
farmaco no cérebro dos animais em nenhum dos periodos avaliados.

De forma a avaliar a exatidio do processo de extracdo, um material cerebral foi
contaminado com 25 pL do lipossoma peguilado revestido com quitosana contento anfotericina
B (27,5ng). O material passou pelo processo de extragdo e andlise em CLAE, em que foram
recuperados 5,64 pg, ou seja, neste ensaio foi obtido 20% de recuperagdo. Este resultado
indicou a necessidade do uso de um padrao interno para corrigir a deficiéncia da extragao, assim
como aperfeicoamento da técnica de forma a levar a uma melhor capacidade de extracdo. Vale
ressaltar que o método analitico foi capaz de identificar o anestésico pentobarbital nas amostras.

Ainda que 1% do total administrado (1,1 pg de AmB) tivesse sido permeado e fosse
recuperado em um nivel de 20% da capacidade de extracdo (0,22 pg de AmB), teria sido
possivel detectar o farmaco no material bioldgico apds extracdo, haja visto que o limite de

detec¢ao do método cromatografico foi de 0,05 pg, que equivale a 0,45% do total administrado.
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A literatura reporta que a baixa biodisponibilidade oral da AmB ¢ devido a sua baixa

solubilidade e instabilidade no trato gastrointestinal (SPADARI et al., 2020; CHAUD et al.,

2020). Assim, para evitar estes efeitos, era esperado que a liberagdo naso-cerebral aumentasse

a biodisponibilidade da AmB. No entanto, isso ndo foi observado experimentalmente. Algumas

sugestoes sdo propostas para explicar os resultados obtidos:

i)

iii)

O sistema pode ter sido removido da cavidade nasal pelo mecanismo de depuragao
mucociliar, sendo direcionado para o trato gastrointestinal ou sistema respiratorio. A
utilizagdo da quitosana como revestimento dos lipossomas peguilados de AmB, nao
somente teve como objetivo fornecer carga superficial positiva as vesiculas, mas
também foi almejado seu potencial de agao como agente de mucoadesdo para evitar esta
remog¢ao imediata (KUMAR et al., 2020; YU et al., 2019). A avaliagdo de outros
sistemas de mucoadesdo como agentes geleificantes e géis termorresponsivos poderia
ser uma alternativa viavel (GADHAVE; KOKARE, 2019; KAUR et al., 2016).

O farmaco pode ndo ter permeado a mucosa. O uso do ativador de superficie
polietilenoglicol, na forma de Lipoid PE® (polietilenoglicol complexado com
fosfatidilcolina de soja na proporc¢ao 18:0/18:0-PEG 2000) visou fornecer flexibilidade
as vesiculas, no entanto, pode nao ter sido suficiente, visto a falta de permeagao obtida
nos estudos de permeagdo ex vivo com a utilizacdo de membrana nasal suina em sistema
de difusdo em células de Franz. O farmaco AmB, devido a alta hidrofobicidade e
tamanho molecular de 984 Da podem ter tornado a camada lipidica rigida. A utilizagao
de uma concentragdo menor de farmaco poderia reduzir este efeito, no entanto,
diminuiria também a a¢do farmacoldgica esperada. Tornar a AmB mais hidrossolivel
na faixa de pH fisiolégico, como com a obtencdo de uma dispersdo sélida, poderia
permitir que o farmaco fosse encapsulado no nticleo aquoso do lipossoma, o que levaria
a uma maior liberdade de flexibilidade da camada lipidica do lipossoma (MEHENNI et
al., 2018).

A permeacao pode ter sido atingida, no entanto o fArmaco pode ter sido absorvido pelo
sistema circulatorio e direcionado para outros compartimentos do organismo. A
quantificagdo da AmB no plasma sanguineo poderia ter sido indicativa desta hipotese.
A andlise paralela da quantificagdo do ativo ndo s6 no cérebro, como no sistema
circulatorio pode ser importante na determinacao da farmacocinética do sistema
lipossomal apds administracao.

A administragdo nasal da suspensdo de lipossomas no estudo in vivo pode nao ter sido

em profundidade suficiente dentro da cavidade nasal. Devido ao tamanho pequeno do
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nariz do animal, a administragdo da suspensao de lipossomas ocorreu na porcao frontal,
que corresponde a regido vestibular. O uso de dispositivos especificos, como os
formadores de spray, poderia ter auxiliado na administragdo do medicamento nas
porg¢des nasais mais profundas como as regides respiratorias e olfativas, favorecendo o
transporte naso-cerebral através dos nervos olfatorio e trigeminal (COSTA et al., 2019).
O aprimoramento da técnica de extragdo, assim como um ensaio de exatidao, com tecido
cerebral dopado de diferentes concentragdes de AmB e o uso de padrdo interno

poderiam auxiliar no entendimento da capacidade de extragdo da técnica analitica.
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6 CONCLUSOES

A composi¢do que constitui o sistema lipossomal, assim como suas caracteristicas,
desempenham um papel importante na farmacocinética, assim como na biodisponibilidade do
farmaco no o6rgdo alvo. Nesta pesquisa, lipossomas denominados LipPeAmB-CH foram
formulados com a utilizagdo de fosfatidilcolina de soja, colesterol, polietilenoglicol e revestidos
com quitosana, através de um planejamento fatorial, em duas etapas, com o objetivo de
incorporar a maior concentragao possivel do farmaco anfotericina B (Figura 25). Os estudos de
caracterizacdo da formulag@o lipossomal LipPeAmB-CH mostraram um tamanho de vesicula
uniforme (60,64 + 0,62 nm), que favorecem o potencial de absor¢ao intranasal, baixo PDI (0,12
+ 0,056), que ¢ considerado ideal para formulagdo lipossomal e um alto valor de potencial zeta
(17,88 £ 2,02 mV) que, além de essencial para composicdo de um sistema estavel
monodisperso, apresentou carga positiva (+), o que favorece a permeacdo paracelular através
das jungoes tight, de caracter negativo. A alta eficiéncia de encapsulagdo (98,3% =+ 0,02%) para
AmB, pode ser atribuida a composicao lipidica utilizada no preparo da formulagdo lipossomal,
confirmando a alta hidrofobicidade da AmB e sua afinidade com a camada lipidica do
lipossoma. A manutencao da concentragdo de AmB no decorrer dos meses de armazenamento
demonstraram que a formulagao propiciou alta estabilidade para um farmaco bastante suscetivel
a degradacdo, quando na forma livre. A adi¢do de polietilenoglicol complexado com
fosfatidilcolina (Lipoid PE®) demonstrou fornecer flexibilidade as vesiculas, que apresentaram
capacidade de deformagao ao serem extrusadas em membranas com 100 nm e 50 nm de
porosidade, levando a lipossomas estaveis.

A formulacio LipPeAmB-CH obtida neste estudo ndo apresentou o desempenho in vivo
esperado, e este fato pode ser atribuido tanto a estratégia da formulac¢do, como a limitagdes
analiticas, assim como ao modelo empregado na avaliacdo. Nem sempre ¢ possivel extrapolar
os resultados obtidos em modelos animais, sendo eles positivos ou negativos, para o0 modelo
humano, dada as diferencas anatomicas da cavidade nasal entre humanos e ratos. Esta pode ser
uma observagdo a ser levada em consideracao na avaliacao dos resultados obtidos, em que
seriam necessarios ensaios clinicos para avaliar, de fato, o comportamento da formulagdo e os
mecanismos envolvidos.

Desta forma, para obten¢ao da permeagao naso-cerebral da AmB, se faz necessaria a
associacdao de mais estratégias, como a inser¢ao de promotores de mucoadesao e permeacao.
No entanto, este estudo foi importante para abrir novas perspectivas e ser um ponto de partida

para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo naso-cerebral que promovam a absor¢do do
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farmaco de forma efetiva, criando alternativas para o tratamento de patologias que acometem o

SNC.

Figura 25 - Trabalho de pesquisa desenvolvido
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Fonte: Elaboragao propria.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

A evolugdo sequencial do desenvolvimento deste trabalho de pesquisa permitiu extrair
algumas conclusdes importantes que direcionam para uma visao mais profunda em relacdo a
caracterizacdo do produto final desenvolvido, lipossoma peguilado revestido com quitosana,
para liberagao naso-cerebral de AmB. Este item apresenta, sucintamente, uma série de areas

potencialmente frutiferas para pesquisas futuras.

» Aplicacdo de técnicas para aumentar a solubilidade da anfotericina B, como co-
precipitacdo com substancias hidrossoluveis para formar uma dispersao solida que
poderia ser dissolvida na fase aquosa e incorporada no nticleo dos lipossomas, tornando

a camada lipidica menos rigida e mais flexivel.

» Avaliacdo de outros sistemas de mucoadesdo, como géis termorresponsivos, para

aumento do tempo de adesdo da AmB na mucosa nasal, favorecendo a permeagao.

» Adicdo de agentes de permeacdo na composi¢do dos lipossomas que promovam
alteragdes epiteliais para favorecer o transporte do sistema através das camadas

bioldgicas.

» Aprimoramento da técnica analitica de extracdo do farmaco de tecidos organicos e

validagdo bioanalitica.

» Elaboragao de dispositivos para administra¢do nasal em modelo animal.

» Avaliagao da atividade antifingica in vitro em culturas de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gatti para verificar a eficacia do produto desenvolvido na meningite

criptocdcica.

» Avaliacdo da toxicidade in vitro da formulagdo desenvolvida através de estudos com
células epiteliais do cérebro humano (linhagem H4) e células epiteliais nasais extraidas

de nariz humano.
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