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INTRODUGAO

Topotecano (TPT) é um derivado hidrossoluvel da camptotecina, clinicamente
aprovado para tratamento de segunda linha de cancer ovariano e cancer de pulmao
de células pequenas [1]. TPT pretence a classe de inibidores da topoisomerase |,
enzima nuclear relacionada a replicagcdo do DNA. Dessa forma, o TPT é um farmaco
fase S especifico, requerendo perfil de liberacdo prolongado para atingir maxima
eficacia [2], [3], [4]. Adicionalmente, o TPT sofre uma rapida hidrélise pH dependente
in vivo, quando em pH plasmatico. Essa hidrdlise reversivel resulta na forma
carboxilato menos ativa [5]. O grupamento lactona pode ser estabilizado pela
incorporacdo do farmaco em matrizes lipidicas, pois as mesmas proporcionam
isolamento da molécula do meio aquoso circundante. Em trabalho prévio, nosso
grupo de pesquisa desenvolveu nanoparticulas lipidicas carregadas com TPT para
melhorar a estabilidade do farmaco e prolongar liberacado, entretanto, estes sistemas
mostraram controle de liberacdo aguém do desejado [6]. Nanoparticulas lipidicas
carregadas com complexo topotecano-sulfato de dextrana (TPT-SD) poderiam ser
uma interessante alternativa para prolongar adicionalmente sua liberacao. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas lipidicas contendo TPT ou TPT-SD
com maxima carga de farmaco (CF), diametro médio (D) e indice de
polidispersividade (Pdl) satisfatérios, elevada eficiéncia de encapsulagéo (EE) e bom
rendimento de processo. As nanoparticulas lipidicas foram avaliadas quanto ao seu
perfil de liberacéo e quanto a estabilidade do farmaco incorporado.
MATERIAIS E METODOS

Nanoparticulas lipidicas brancas foram produzidas pela técnica de diluicdo de

microemulsao [7]. A matriz teve como constituintes trés diferentes lipideos: acido



estearico (AE) ou acido dodecandico (AD) ou uma mistura de ambos (1:1). Lecitina
de soja e taurodeoxicolato de sédio foram utilizados como tensoativos.

O complexo TPT-SD foi preparado pelo método de co-precipitacao [8] a partir
da mistura de solugdes de sulfato de dextrana e topotecano mantida sob agitacéao
magnética (150 rpm) por 30 minutos. A relacdo molar de carga (RMC) 6tima foi
estabelecida via preparo de diferentes misturas nas proporcdées TPT: SD de 0,5
:1,00; 0,75 : 1,00; 1,00 : 1,00; 1,50 : 1,00 e 2,00 : 1,00. O precipitado foi liofilizado
sem adicao de crioprotetor e encapsulado usando a matriz lipidica previamente
selecionada. Nanoparticulas lipidicas contendo complexo TPT-SD foram entéo
caracterizadas quanto ao didmetro médio, indice de polidispersividade, eficiéncia de
encapsulacao (EE), carga de farmaco (CF) relativa a massa lipidica da matriz e
rendimento do processo.

Estudos de liberacao in vitro foram realizados usando células de fluxo estatico
tipo “Franz” acopladas em equipamento de coleta automatizada. Uma membrana de
didlise (peso molecular 10-12 kDa) foi utilizada. Tampao acetato pH 4,5 foi
empregado como solucao receptora. O experimento foi realizado a 300 rpm, 37 °C
por 24 horas. Avaliacdo de estabilidade de topotecano livre, complexado e
encapsulado em nanoparticulas (pH 7,4) foi realizada pela incubagédo de amostras

sob agitacao orbital (125 rpm) a 37°C por 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A RMC étima para a complexagéao entre o topotecano e o sulfato de dextrana
foi de 1:1. Nessa relacdo observou-se a maior porcentagem de massa de farmaco
precipitada a partir da solugao.

Em trabalho prévio, SOUZA et al., produziram nanoparticulas lipidicas
utiizando AE como principal componente da matriz e relataram que o aumento da
carga de farmaco na particula causou resfriamento excessivo da formulacédo e
queda do rendimento do processo. O uso do AD, lipideo de menor ponto de fusédo
(PF) pode ampliar o rendimento do processo. No entanto, nanoparticulas contendo
somente AD nao constituiram um sistema nanoparticulado com caracteristicas
satisfatorias. Nanoparticulas com caracteristicas superiores (D = 136,9 £ 8,9 e Pdl =
0,199 * 0,026) foram obtidas a partir da mistura de AE e AD e foram eleitas para a

encapsulacao do TPT e do complexo SD-TPT.



Apés a selecao das nanoparticulas compostas pela mistura AD-AE, procedeu-
se ao preparo de formulagdes contendo quantidades crescentes de TPT. A Figura 1
mostra que o0 aumento na quantidade de TPT de 6% para 8% nao reduziu a EE, no
entanto, resultou a carga de farmaco na formulacao se mostrou equivalente, o que é
explicado pela queda do rendimento de processo. Por outro lado, a incorporacao de
quantidades de TPT livre superiores a 8%, reduziu a EE sem afetar o rendimento. A
queda da EE mostra que a nanoparticula atingiu seu limite de carga, pois o material
a ser encapsulado passou a se localizar na fragdo aquosa € ndo mais na matriz
lipidica. Apesar da mistura AE-AD ser em tese mais fluida, pois contém uma fragao
de lipideo de menor ponto de fusdo, o rendimento do processo com formulacédo
contendo 8% de TPT foi inferior ao relatado por Souza et al. para formulacéo
equivalente preparada somente com AE. Esse fato foi inesperado e pode ser
explicado pela maior aderéncia da formulacdo contendo AD aos utensilios utilizados

na preparacao das nanoparticulas.
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Figura 1 — Eficiéncia de encapsulacdo e carga de farmaco em carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) em fungdo do aumento na quantidade de topotecano na formulagao
(TPT).

Devido as caracteristicas de tamanho e Pdl a incorporacado do complexo TPT-
SD foi realizada em matriz de AE-AD incorporando 6% de topotecano, que
correspondem a um aumento de 8% de complexo TPT-SD. Essas nanoparticulas
(chamadas de nanoparticulas hibridas polimero-lipideo, NPL) foram produzidas com
sucesso e mostraram valores satisfatorios de diametro médio (121,75 + 9,26) e PdlI
(0,277 + 0,041). Os valores de EE das NPL e CLN foram préximos, 94,41% + 3,16



para CLN e 96,94% + 0,82 para NPL, bem como a CF 4,59% + 0,48 para CLN e
5,52% + 1,08 para NPL.

A andlise comparativa dos rendimentos na obtencdo das diferentes
preparacdes obtidas no presente trabalho, mostrou que a presenca do complexo
TPT-SD provavelmente alterou as caracteristicas fisica da matriz AD-AE, tornando-a
menos aderente e possibilitando a obtengdo de rendimento elevado (Figura 2),
mesmo quando a massa de complexo adicionada foi de 8%. Essa alteracéao fisica
pode ser visualizada a olho nu, pela maior miscibilidade do complexo na matriz
lipidica, gerando uma preparacao mais homogénea e com menores perdas.
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Figura 2 - Rendimento do processo de obtencdo de nanoparticulas lipidicas contendo TPT ou

TPT-SD
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Figura 3 — Perfil de liberacao in vitro do topotecano (TPT) livre e encapsulado em carreadores

lipidicos nanoestruturados e nanoparticulas hibridas polimero-lipideo (NPL).

Os experimentos de liberacao in vitro (Figura 3) mostraram uma porcentagem
muito baixa de TPT liberada a partir das nanoparticulas carregadas com TPT-SD
(13,16 % + 1,43) em 24 horas. A liberacdo de TPT livre das nanoparticulas foi



significativamente maior (64,83% = 7,97). O maior peso molecular do complexo TPT-
SD, bem como a necessidade de ocorréncia de trocas i6nicas para a liberagdo do
farmaco a partir do complexo polimérico explica o efeito de liberacdo prolongada
alcancado.

Por outro lado, a complexacdo e encapsulacdo de TPT-SD em nanoparticulas
lipidicas nao modificou a estabilidade do farmaco quando comparado com
nanoparticulas carregadas com TPT livre em tampao pH 7,4 a 37°C. Ambas as
nanoparticulas podem melhorar a estabilidade do TPT quando comparado a
estabilidade do farmaco nao encapsulado.

CONCLUSOES

O complexo TPT-SD foi produzido e incorporado em matriz lipidica
produzindo, pela primeira vez, nanoparticulas hibridas polimero-lipideo carregadas
com topotecano. Estas NPL apresentaram didmetro médio de 121,75 nm, indice de
polidispersividade de 0,277, eficiéncia de encapsulacdao de 96,96%, carga de
farmaco de 5,52% e perfil de liberacao in vitro prolongado (13,16% em 24 horas).
Assim como os CLN, as NPL podem melhorar a estabilidade do TPT quando

comparado ao farmaco néo encapsulado.
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