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RESUMO

A tuberculose € uma doenca produzida pelo Bacilo de Koch (Mycobacterium
tuberculosis) ao se instalar no organistno humano e tem sido considerada um problema de
satde publica mundial dado o niimero de 6bitos observados nos dltimos tempos. A faléncia
do tratamento deve-se principalmente ao abandono por parte dos pacientes, causado pelos
efeitos colaterais dos farmacos na forma livre. As acGes de combate a tuberculose incluem
tanto o desenvolvimento de novos medicamentos, limitado pelos elevados custos, quanto a
busca de novas formas de administragio que proporcionem o aumento do indice
terapéutico. Nesse ultimo aspecto, tanto a encapsulacio de firmacos em lipossomas
(vesiculas lipidicas) como a complexacio em ciclodextrinas (oligossacarideos ciclicos)
representam alternativas vidveis para a melhoria do tratamento da Tuberculose.

Considerando o grande potencial das aplica¢des de lipossomas e ciclodextrinas
destinados a administra¢do e liberagdo controlada de farmacos, neste trabalho estudou-se os
processos de associagdo e liberagio dos farmacos de primeira linha no tratamento da
tuberculose, Pirazinamida (Pz) e Isoniazida (Iz), nesses suportes. Os lipossomas usados
foram dos tipos convencional e com superficie modificada com polietileno glicol
(“Stealth™). Os fArmacos foram associados aos lipossomas nas formas livre ou complexados
em p-ciclodextrinas (B-CD). As preparagdes foram caracterizadas em relagdo a
complexagdo em ciclodextrinas, efici€ncia de encapsulagdo ou associagdo dos complexos
de ciclodextrinas em lipossomas, didmetro e distribui¢do de tamanhos dos lipossomas,
estabilidade fisica, cinética de liberagdo dos farmacos, hemoélise de células e agéo contra o
Mycobacterium tuberculosis.

As eficiéncias maximas de encapsula¢iio em lipossomas convencionais obtidas
para os farmacos na forma livre foram 14,2% para Pz e 10,0% para Iz correspondendo as
razbes farmaco/lipidio (F/L) finais 0,019 e 0,013, respectivamente. Para os farmacos
complexados em B-ciclodextrinas foram 11,3% para Pz:f-CD e 9,0% para 1z:B-CD & razdes
(F/L) finais 0,015 ¢ 0,012, respectivamente. Em lipossomas do tipo “Stealth”, as eficiéncias
de encapsulagdo para os farmacos livres foram 7,5% para Pz e 8,3% para Iz, relativas as
razbes (F/L) finais 0,010 para ambos os farmacos, e 11,2% para Pz:B-CD e 7,5% para 1z:B-
CD relativas as razbes (F/L) finais 0,015 e 0,010, respectivamente. Os estudos de liberagdo
dos compostos mostraram que para uma mesma razio (F/L) inicial, a taxa de liberagdo total
foi maior para os lipossomas convencionais (24h) seguidos dos “Stealth” (36h) e,
finalmente dos complexos B-CD associados a lipossomas "Stealth" (48h).

Palavras-chaves: tuberculose, lipossomas, ciclodextrinas, pirazinamida, isoniazida,
etambutol.
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ABSTRACT

Tuberculosis is a disease produced by the Koch Bacillus (Mycobacterium
tuberculosis) when installed in the human organism. It has been considered a world health
problem due to the number of deaths observed lately. The failure in the treatment is mainly
due to the poor adherence by patients caused by the side effects of the drugs in free form.
The fighting actions against Tuberculosis include both the development of new medicines,
limited by the high costs, and the new ways of administrating, which provide the increase
in the therapeutic index. In this latter aspect, both the encapsulation of drugs in liposomes
(lipid vesicles) and the complexation in cyclodextrins (cyclic oligosaccharides) represent
feasible alternatives for the improvement of tuberculosis treatment.

Considering the great potential of applications of liposomes and cyclodextrins
in the administration and controlled release of medicines, in this work the association and
delivery of Pyrazinamide (Pz) and Isoniazid (Iz), in these supports were studied. The
liposomes used were of the conventional and Stealth types. The drugs were associated to
liposomes in free form or complexed in B-cyclodextrins (B-CD). The preparations were
characterized in terms of the complexation in cyclodextrins, encapsulation efficiency or
association of cyclodextrin complexes in liposomes, diameter and size distribution of
liposomes, physical stability, drug delivery kinetic, cell hemolysis and action against the
Mycobacterium tuberculosis.

The maximum efficiencies of encapsulation in conventional liposomes obtained
for free drugs were 14.4% for Pz and 10.0% for Iz related to the final drug-lipid ratio (F/L)
0.019 and 0.013, respectively. For drug:B-cyclodextrin complexes they were 11.3% for
Pz:B-CD and 9.0% for 1z:3-CD at (F/L) final ratio 0.015 and 0.012, respectively. For
Stealth liposomes efficiences of encapsulation for the free drugs were 7.5% for Pz and
8.3% for Iz, related to (F/L) final rates 0.010 for both drugs, and 11.2% for Pz:B-CD and
7.5% for 1z:B-CD related to the (F/L) final rates 0.015 and 0.010, respectively. The studies
about drug delivery showed that for the same (F/L) initial ratio, the delivery rate was
greater for conventional liposomes (24 h) followed by the Stealth (36h) and, finally by B-

CD complexes associated to Stealth liposomes (48h).

Key-words: tuberculosis, liposomes, cyclodextrins, pyrazinamide, isoniazid, ethambutol.
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CAPITULO1

INTRODUCAO

A tuberculose € uma doenga infecto-contagiosa, causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, que apresenta evolucdio crdmica e elevada taxa de mortalidade quando néo
tratada. Dados divulgados pela Organizagio Mundial de Saide (OMS), apontam a
tuberculose como a segunda causa principal de morte em todo mundo, registrando em
1997, mais de 7 milhSes de novos casos, e aproximadamente 3 milhdes de casos fatais
(WHO, 1998). A América Latina, Asia e Africa detém a maioria dos casos de tuberculose
em todo mundo. No Brasil, especificamente no estado de Sdo Paulo, segundo dados do
Centro de Vigilincia Epidemiologica, registra-se aproximadamente 20.000 novos
casos/ano, totalizando 1.500 mortes/ano. Quando associada com doengas como a AIDS
e/ou diabetes, o problema agrava-se ainda mais, levando a 5.000 6bitos/ano (Centro de

Vigilancia Epidemiologica do Estado de S&o Paulo, 1998).

As terapias usadas no tratamento da tuberculose baseiam-se na inativagdo e/ou
eliminag¢do do bacilo do organismo humano. Diversos farmacos de a¢do ja comprovada sdo
classificados como agentes de primeiro e segundo tratamento, dependendo da resposta do
paciente & terapia. Os farmacos usados sfo capazes de agirem como bacteriostéticos ou
bactericidas no combate ao Mycobacterium tuberculosis, porém em certas condigdes,

podem resultar totalmente ineficazes.

Atualmente enfoca-se a necessidade de mudanga de paradigmas no tratamento da
tuberculose tendo em vista que o abandono do tratamento e a presenga de cepas resistentes
aos medicamentos conhecidos estdo entre as principais causas do recrudescimento da
doenca. A quimica fina pode interferir diretamente neste processo, pois se pode antever um
decréscimo do abandono do tratamento com o desenvolvimento de medicamentos que

reduzam o tempo de tratamento, o nimero de doses ou apresentem menor toxicidade.
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Nos tltimos anos, as terapias da tuberculose tém despertado um grande interesse
em nivel mundial, pois embora ja existam farmacos eficazes para o seu tratamento, a taxa
de mortalidade continua muita elevada. As principais razdes devem-se as caracteristicas do
tratamento, tais como longo tempo de tratamento, efeitos colaterais, toxicidade a células
normais, resisténcia dos microorganismos aos medicamentos, doses freqiientes e
necessidade de obtencdo de concentracdes adequadas de firmacos nos compartimentos
intracelulares onde o Mycobacterium tuberculosis se aloja. Essas caracteristicas indicam a
necessidade premente do desenvolvimento de novos medicamentos baseados na
compreenséo, em nivel molecular, dos mecanismos de agio e sitios alvo (DAVID et al,,
1989; DOUGLAS & STEYN, 1993; OLIVEIRA et al., 1997), bem como de desenvolver
formulagdes mais adequadas para os farmacos ja existentes, a fim de aumentar a sua
eficiéncia terapéutica (CYNAMON & KLEMENS, 1994; CYNAMON et al., 1992). Nesse
ultimo aspecto, a pesquisa em tecnologia farmacéutica tem orientado seus objetivos,
enfatizando principalmente o estudo do direcionamento de farmacos a alvos especificos
ap6s a administragéo in vivo, refor¢ando o conceito de biodisponibilidade. Assim, surgiram
novos sistemas de veiculacdo de farmacos, entre os quais os “Sistemas de Liberacdo
Controlada” (Controlled Drug Delivery Systems), cuja preocupagdo fundamental inclui o
estudo cinético de liberagfio do farmaco no sitio de administragio e a velocidade com que
essas substédncias atravessam as barreiras bioldgicas, penetram na circulagdo e atingem o
alvo farmacoloégico (OLIVEIRA et al., 1997).

Lipossomas (vesiculas lipidicas) e Ciclodextrinas (oligossacarideos ciclicos)
constituem opc¢bes relevantes em aplicagdes onde a encapsulagio e a protegdo de
substdncias sdo requeridos, principalmente para a liberagdo controlada de compostos
terapéuticos in vivo. Estes veiculos tém sido testados com sucesso, como transportadores de
farmacos, material genético, enzimas e outras macromoléculas para o interior das células
vivas. Entretanto, as caracteristicas estruturais dos dois sistemas, o mecanismo de
encapsulagdo € retencdo de moléculas e, sobretudo, o comportamento in vivo diferem
radicalmente (SZEJTLI, 1988; DUCHENE, 1988; LASIC, 1992, 1993; McCORMACK &
GREGORIADIS, 1994).
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Descoberto no ano de 1961 pelo cientista inglés Alec D. Bangham, o potencial de
aplicagdo dos lipossomas nas areas médica e farmacéutica s6 foi evidenciado na década
seguinte e, somente no final da década de 70, os lipossomas passaram a despertar interesse

dos pontos de vista cientifico e comercial (LASIC, 1992).

O uso de lipossomas como veiculos para a encapsulagio e liberagio controlada de
farmacos e outras substincias para as células é baseado em diversas caracteristicas de
importancia farmacolégica. A estrutura e propriedades das vesiculas lipidicas confere-lhes
a capacidade de encapsular substdncias de natureza hidrofilica, hidrofobica ou anfifilica.
Essas vesiculas sdo biocompativeis devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e
imunogenicidade reduzida ou inexistente, além de proporcionarem uma maior interagfo
com as c€lulas, devido & semelhanca de composicdo com a membrana celular. Os
lipossomas podem ser utilizados para a liberagdo controlada de farmacos tanto em fluidos
corpdreos quanto no interior de células, reduzindo a exposicdo de tecidos a agfo de
farmacos toxicos, fazendo com que 0 seu uso seja bastante atrativo em aplicagdes clinicas
(LASIC, 1993).

Devido a sua versatilidade de composi¢do, tamanho, lamelaridade e propriedades
de superficie, os lipossomas podem ser projetados para a administracio pelas vias

pulmonar, oral, intramuscular, subcutdnea, topica e intravenosa. (LASIC, 1992, 1993).

As ciclodextrinas (CDs) por sua vez, ja sfio conhecidas ha mais de um século,
desde 1891. Na industria farmacéutica as ciclodextrinas sdo utilizadas para varios fins. A
inclusdo de uma molécula de farmaco na ciclodextrina pode alterar consideravelmente suas
caracteristicas, principalmente no plano farmacocinético, tais como: modificacio da
solubilidade e biodisponibilidade, reducdo de certos efeitos secundarios, conversdo de
substancias volateis e liquidas em formulagdes solidas, melhoria da estabilidade no estado
s6lido ou as vezes em meio liquido, corregdo do odor e sabor desagradaveis do farmaco,
reducdio da agfo irritante dos farmacos sobre as mucosas gastrica e intestinal e de outros

efeitos adversos, como por exemplo, hemdlise (SZEJTLI, 1988).

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa tém demonstrado em estudos pré-

clinicos a potencialidade do uso de diferentes farmacos encapsulados em lipossomas e em
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ciclodextrinas ou em ambos, tanto como agente terapéutico no tratamento de diversas
doengas (tuberculose, céncer, artrite, leishmaniose, maldria, etc.), como estabilizantes de
moléculas labeis, ou ainda, como carreadores de material genético para o desenvolvimento
das chamadas vacinas génicas ou de DNA, consideradas de terceira geragio (OSTRO,
1987a, 1987b; LASIC, 1992; LASIC & MARTIN, 1995; LOUKAS et al., 1995;
AGARWAL et al., 1994, KURUNOV et al. 1995; SILVA et al., 1999).

O sucesso destes sistemas em aplicagdes médico-farmacéuticas estd diretamente
associado as suas caracteristicas fisico-quimicas, projeto da particula e metodologia de
preparacdo. A grande variedade de métodos usados na obtengdio desses sistemas tem
permitido dimensionar estruturas de diferentes tipos, tamanhos e estabilidade,
possibilitando uma infinidade de aplicagdes. Esses sistemas quando adequadamente
idealizados, podem ser capazes de determinar o destino do firmaco no organismo, evitando
assim os tecidos nfo especificos, muitas vezes caracterizados como locais potencialmente
toxicos, proporcionando dessa forma alta concentragdo de farmaco diretamente no local

onde devem exercer seu efeito farmacolégico.

Neste trabalho, descreve-se a preparagdio e caracterizagdo de lipossomas e
complexos de inclusdo com ciclodextrinas projetados para a encapsulagdo de firmacos de
primeira linha no tratamento da tuberculose, tais como Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e
Etambutol (Et). A relevincia deste estudo reside no fato de que o desenvolvimento da
tecnologia de novos tuberculostaticos envolvendo farmacos de agfo ja conhecida representa
uma contribui¢do importante para as acdes de combate a tuberculose, por meio das quais se

busca erradicag@o da doenga em um futuro nfio muito distante.
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CAPITULO I

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € estudar a complexacio dos farmacos de primeira linha

no tratamento da tuberculose: Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e Etambutol (Et) em B-

ciclodextrinas (B-CD), a encapsula¢iio e liberagio de Pz e Iz de lipossomas, e a sua

associagdio com os complexos de B-CD, visando contribuir para o desenvolvimento de

formulagbes com maior indice terapéutico para o tratamento da tuberculose.

O assunto foi abordado pelo estudo dos aspectos apresentados no diagrama abaixo:

Complexacdo dos farmacos
em

B-ciclodextrinas

Encapsulagio dos farmacos
em

lipossomas

Associacao dos complexos
farmacos:8-CD com
lipossomas

U

Testes in vitro de hemdélise
celular e atividade
antibacteriana

<=

» Predigdo tedrica da complexacdo dos
farmacos em -CD

» Caracterizacao dos agentes terapéuticos e da
B-CD

» Preparacao e caracterizacdo dos complexos
de inclusdo farmaco: B-CD
-'TH-NMR - Perfis cinéticos de complexagio
-DSC - Taxas de dissolugdo
- SEM - Fotoestabilidade

- Modelo cinético de complexacao

» Preparacao e caracterizagiao dos farmacos
em lipossomas convencionais e “Stealth”
- Sintese do DMPE-PEG para modificacido da
superficie de lipossomas
- Perfis de encapsulagdo em fung¢ao da razaio
farmaco:lipidio
- Eficiéncia de encapsulagao
- Diametro e distribuicao das vesiculas
- Estabilidade em presenca de tensoativo
Ci2Es
s Liberacao dos farmacos
- Perfis de liberagao
- Modelo cinético de liberacao
- Permeabilidade dos farmacos nas
membranas

e Preparagao, caracterizagao e liberagao dos
farmacos a partir da associagao do
complexo:lipossomas convencionais e do
tipo “Stealth”

« Hemolise induzida dos farmacos livres e dos
complexos com §-CD

» Atividade antibacteriana dos farmacos e dos
complexos ao Mycobacterium tuberculosis
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CAPITULO III

REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A tuberculose e 0 seu tratamento

Atualmente, cerca de 100 anos depois da identificacdio, por Robert Koch, do
microorganismo causal, o quadro epidemiol6égico da tuberculose, considerado em nivel
mundial, nfo € trangiiilizante. Nos 1ltimos 200 anos a tuberculose foi responsavel pela
morte de 1 bilhdio de pessoas em todo mundo. Com o surgimento dos farmacos
antibacterianos, a epidemia vinha sendo controlada e, por um periodo, o nimero de casos
chegou a declinar. Havia previsdes que no ano 2020 a doenca seria erradicada nos EUA.
Por volta do ano de 1986, no entanto, a incidéncia da tuberculose voltou a aumentar, €
passou a ser um grave problema de satide publica em todo o0 mundo (REICHMAN, 1991).
Em 1993, a Organizaciio Mundial de Satde a declarou como uma infec¢fio de emergéncia
global e implementou vérios programas para o seu controle. Apesar dos esforcos em 1995 o
nimero de Obitos causados pela tuberculose foi maior do que em qualquer outro ano na
historia. Em 1997, houve mais de 7 milhdes de novos casos, e o nlimero de 6bitos atingiu 3
milhdes (WHO, 1998). Varios sdo os fatores que favoreceram este aumento da incidéncia.
Um dos mais relevantes foi o aparecimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), epidémica no mundo. Outros fatores também podem ter contribuido tais como o
confinamento de individuos em presidios e em instituicdes para idosos, individuos que
passam por situa¢des de estresse, as baixas condi¢Ges sdcio-econdmicas da populagdo € o
aumento do uso do élcool e drogas (PERSON et al., 1992; DeRIEMER et al., 1999). Além
destes fatores, houve o aparecimento de cepas do Mycobacterium tuberculosis resistentes
aos farmacos disponiveis. Esta resisténcia pode estar associada ao uso inadequado de
quimioterdpicos, em especial em individuos portadores do HIV, dependentes de alcool ou

drogas, que néo fazem o tratamento de forma apropriada.

O agente etiologico da tuberculose é o Mycobacterium tuberculosis, do género

Mycobacterium, pertencente 4 familia Mycobacteriaceae. E constituido por bacilos
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aerdbios, uma espécie aerdbica restrita, que necessita de oxigénio para crescer € se
multiplicar. E considerado um parasita intracelular facultativo, pois tem a capacidade de
sobreviver e se multiplicar tanto no interior de células fagocitérias, como fora delas
(KONEMAN et al., 1992). As células sfio iméveis, nfo esporulam, medem entre 0,3-0,6 por
0,5-4,0 pum, e sfo de crescimento lento (a divisdo pode ocorrer em periodos que variam de
12 a 24 horas). E uma bactéria que apresenta uma parede rica em lipideos, superficie
hidrofobica muito resistente & agéio de agentes quimicos sendo, todavia, sensivel a agdo de
agentes fisicos como o calor e radiagdio ultravioleta. E denominada bacilo alcool-acido
resistente, sendo facilmente detectada quando corada pelo método de Zeehl-Neelsen
(KHOMENKO, 1987).

O M. tuberculosis pode ser visualizado, principalmente, nas secre¢des
broncopulmonares, através de microscopia direta, a baciloscopia, e pela cultura que permite

a sua identificagfo.

A tuberculose € uma doenca infecciosa e granulomatosa, cujo agente infectante
tem predilecdo principalmente pelos pulmdes, porém também infecta a pele, ossos, rins,
meninges e nédulos linfaticos. Em contraste com estas infec¢Ges localizadas, a doenca pode
assumir a forma de uma infec¢io generalizada envolvendo um ou mais 6rgdos, ou ainda,
pode aparecer como uma simples bronquite. No paciente com pouca resisténcia
imunolégica a tuberculose pode ser fulminante, resultando na destruicdo dos Orgfos
afetados em poucos meses (BURNETT et al., 1978).

E conveniente distinguir dois tipos de tuberculose humana: priméria e pos-
priméria (secundéria ou re-infec¢fo). A infecg¢do primaria ocorre quando o individuo entra
em contato pela primeira vez com o bacilo e freqiientemente resulta da inalagdio de fluidos
ou particulas contaminados com a micobactéria. Esta se estabelece no pulmio e se
multiplica no interior dos macréfagos. Uma reagdio de hipersensibilidade do tipo tardia
resulta na formagdo de agregados de macréfagos ativados, denominados tubérculos. Em
individuos com baixa resisténcia imunolégica as micobactérias ndo sdo efetivamente
controladas e uma infecgdo pulmonar aguda se instala, causando extensiva destrui¢do dos

tecidos do pulméo, disseminacio das micobactérias para outras partes do corpo e morte.
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Em muitos casos a infec¢do aguda nfio se desenvolve, permanece localizada,
entrando em laténcia. Esta infecgdo inicial hipersensibiliza o individuo a micobactéria ou
aos produtos do seu metabolismo. Consequentemente, uma resposta imunolégica imediata €
esperada em subsequentes infec¢Ses. No caso da infeccdo pds-priméria o processo serd
cronico, envolvendo destruicdo dos tecidos do pulmfio, cicatrizagdio parcial e baixa
disseminacfio das lesdes dentro dos pulmdes (BROCK et al., 1994). Os bacilos ainda
podem permanecer vidveis nos tecidos, apresentando baixo metabolismo e
consequentemente ndo sendo efetivamente eliminados pelos firmacos ou pelo sistema
imune (GRANGE, 1992; 1997). A atividade do sistema imune ndo acompanha a velocidade

de replicagfio da micobactéria e a tuberculose se instala.

Introduzido em 1921, o processo de imunizaciio com a vacina da BCG (Becille
Calmette-Guérin) € utilizado mundialmente na prevencéio da tuberculose, mas apresenta
algumas limitagSes. Por exemplo, tem sido demostrado em estudos clinicos que o nivel de
protecio alcan¢ado em diferentes populagdes varia de 0 a 75%. Além disso, a utilizagdo de
uma importante ferramenta de diagndstico, o teste de hipersensibilidade cutinea ¢
dificultado em individuos que foram vacinados com BCG (SILVA et al., 1999). Uma nova
vacina, com diferentes mecanismos de agfio e alvo génico tem sido testada com o objetivo
de conferir imunidade ao individuo (BONATO et al., 1998; SILVA et al., 1999). Apesar de
todo avanco na tecnologia de desenvolvimento de vacinas, a quimioterapia da tuberculose
constitui, ainda, o principal fator no controle da doenga, e tem-se estudado também a sua

associac@o com as vacinas (SHAWAR et al., 1997).

Diversos farmacos podem ser utilizados na terapia da tuberculose. Os
medicamentos de primeira linha de tratamento compreendem os farmacos: Pirazinamida,
Isoniazida, Etambutol, Rifampicina e a Estreptomicina. Os farmacos de segunda linha s3o:
Capreomicina, Canamicina, Etionamida, Acido p-Amino-salicilico e Ciclosserina. Além
destes medicamentos outros farmacos em estado de prospecgdo tecnolégica podem atuar
como bacteriostaticos ou bactericidas (GROSSET, 1996; HEYM & COLE, 1997).

Embora no ltimo século tenha havido um grande avanco na obtengdio de novos
medicamentos, 0 modo de administrac&io destes firmacos para o tratamento da tuberculose
ndo se desenvolveu significativamente. Os compostos terapéuticos ainda sdo administrados

9
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ao paciente na forma livre e pouco eficiente, o que geralmente conduz & manifestagdo de
efeitos colaterais indesejaveis e que, em geral, leva o paciente a se desestimular com o
tratamento, contribuindo substancialmente para aumento de casos de tuberculose

multiresistente.

As agdes de combate & tuberculose poderiam ser concentradas principalmente na
producdo de novos medicamentos de alta eficacia (especificos ou pelo menos mais
seletivos). O desenvolvimento de novos firmacos envolve custos elevados, o que tem
conduzido 4 busca de novas formas de administragdo que proporcionem melhores
resultados terapéuticos a custos relativamente menores. Um outro aspecto
consideravelmente limitante da terapia convencional da tuberculose, diz respeito ao fato de
que os bacilos localizam-se principalmente no interior dos mondcitos, células fagocitarias e
células gigantes, onde funcionam como reservatorios das micobactérias, dificultando
acentuadamente o tratamento e favorecendo a persisténcia microbiana. A resisténcia das
infecgbes bacterianas intracelulares & terapia pode ser decorréncia da baixa fragio de
antibidtico capturado pela célula ou da sua reduzida atividade terapéutica no pH 4cido dos
lisossomas (OLIVEIRA et al., 1997).

Nos ultimos anos, os sistemas coloidais de veiculagdo intracelular de antibio6ticos,
tais como nanoparticulas, nanocépsulas, lipossomas e microemulsdes tém sido empregados
com sucesso na terapia antibacteriana. A possibilidade de liberar substincias
farmacologicamente ativas no interior de células constitui a principal caracteristica destes
sistemas (OLIVEIRA et al., 1997).

A encapsulagdo de compostos terapéuticos para aplicagio na terapia da
tuberculose, tais como Rifampicina, Isoniazida e Estreptomicina, j& foi testada por alguns
grupos. Os resultados obtidos mostraram que em cultura de macréfagos, agentes
antimicobacterianos encapsulados em lipossomas apresentaram maior atividade, quando
comparados com firmacos nfo encapsulados (VLADIMIRSKY & LADIGINA, 1982;
KOGA et al, 1994; AGARWAL et al., 1994; KURUNOV et al., 1995; DEOL et al., 1997;
DEOL & KLULLER, 1997).
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3.2 Quimioterapia da tuberculose

Na era pré-quimioterdpica o tratamento da tuberculose era baseado no aumento da
resisténcia do paciente por meio de repouso e dietas, e de técnicas cujo objetivo era o de

fechar as cavitagdes, tais como a frenectomia, toracoplastia, etc (GAENSLER, 1982).

Uma nova etapa do tratamento da doenga teve inicio com o advento de farmacos
de acdio direta sobre o Mycobacteriurn tuberculosis: o acido p-aminosalicilico (1949), a
Isoniazida, em 1952, e particularmente a introducdo da Estreptomicina (1964), e
particularmente (TOMAN, 1980).

Inicialmente os medicamentos eram utilizados como complementos aos métodos
terapéuticos ja estabelecidos, ministrados isoladamente e por curtos periodos de tempo. No
entanto, a caracteristica dos bacilos de sobreviverem em estado dormente, sob acdo dos
farmacos ¢ o desenvolvimento da caseificagdo, favorecendo o estado de inatividade
metabdlica, criava impedimentos & cura da doenca em pacientes com lesdes extensas,
impondo a necessidade de um tratamento prolongado (FOX, 1972; TOMAN, 1980;
DANNENBERG, 1994).

Os medicamentos deveriam ser administrados por longo tempo, para prevenir as
recidivas e serem empregados em associacdo para evitar o desenvolvimento de resisténcia
aos farmacos, sobretudo nos pacientes com cavitagdes, onde a extensa populac¢do bacteriana
apresentava numero elevado de mutantes naturalmente resistentes. Os medicamentos
disponiveis proporcionavam o controle da fase ativa da doenca necessitando, todavia, de 18
a 24 meses de uso de esquema, 0 que representava um processo lento de cura (GROSSET,
1979; STEAD & DUTT, 1982).

Apesar dos farmacos utilizados em esquemas de longa duracdio ou esquemas
padrdo serem eficazes, os resultados na rotina dos servigos de satide eram desapontadores.
A quimioterapia longa curava a tuberculose pulmonar porém, freqiientemente, falhava pela
interrup¢éo prematura do tratamento por parte dos pacientes. A necessidade de esquemas

de tratamento mais curtos tornou-se entfo evidente e a utilizagdo da quimioterapia de curta
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duragiio com a associagdo de firmacos representou um dos maiores avangos no controle da
tuberculose (FOX, 1972).

Os primeiros estudos experimentais dessa etapa datam de 1956, quando McCUNE
e colaboradores (1956), na Universidade Cornell, obtiveram resultados negativos em
culturas de pulmdes e bago de ratos, utilizando a associagdo de Isoniazida e Pirazinamida
durante trés meses. O fato de as culturas resultarem novamente positivas apés o término da
quimioterapia evidenciou mais a persisténcia do bacilo da tuberculose, descredenciando o

potencial bactericida da terapia.

Onze anos apés GRUMBACH & RIST (1967) no Instituto Pasteur em Paris,
mostraram que a Rifampicina e a Isoniazida juntas, poderiam curar a tuberculose murina
em seis meses. Estes resultados foram superiores aos alcangados quando se utilizava os

farmacos separadamente e aos obtidos com 18 meses de Isoniazida e Estreptomicina.

O desenvolvimento da quimioterapia para o tratamento da tuberculose foi entfio
estruturado considerando o conhecimento sobre as populacdes bacterianas e os
fundamentos bacteriolégicos do mecanismo de agfo dos medicamentos (GROSSET, 1979,
1996).

Até hoje, a terapia da tuberculose tem sido caracterizada pelo desenvolvimento de

resisténcia dos microorganismos aos diversos antibioticos.

Ha vérios estudos sobre o desenvolvimento do mecanismo de resisténcia de agentes
antimicobacterianos (REYNAULD et al., 1999) e sobre a prevaléncia de cepas resistentes
(DUVAL et al., 1999). Dentre as principais razdes para a ocorréncia de resisténcia aos
tuberculostéticos incluem-se a prescrigdo de quimioterapia inadequada, nfo adesdo dos
pacientes a0s esquemas de tratamentos e também a deficiéncia dos programas de controle
da tuberculose (MAHMOUDI & ISEMAN, 1993; BURNS et al., 1994).

A emergéncia de resisténcia aos agentes antimicobacterianos, se agrava em
pacientes infectados com HIV que apresentam a tuberculose multiresistente a drogas (TB-
MDR). Pacientes infectados com HIV apresentam 0,2% de probabilidade de desenvolver a

tuberculose multiresistente a drogas e o tratamento é extremamente dificil (ISEMAN,
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1993). Nos Estados Unidos a eficacia do tratamento da multiresisténcia estd em torno de
50% e apresenta 22% de mortalidade (COHN, 1995).

O Mycobacterium tuberculosis infecta principalmente células do sistema reticulo
endotelial (RES), especificamente macrofagos. Para uma terapia efetiva, os farmacos
devem atingir o interior das células em concentragdes bacteriostaticas ou bactericidas (OH
et al., 1995). A quimioterapia da tuberculose envolve varios compostos que sdo usados em
associagdo, sem haver alteragfio das suas propriedades farmacocinéticas (GURUMURTHY
et al, 1999). Em condi¢Ges favoraveis, seis meses de quimioterapia sdo suficientes para
resultar na cura de mais de 98% dos pacientes. Embora grande parte dos bacilos em uma
infeccdo sejam mortos em uma ou duas semanas, a terapia deve ser mantida por pelo menos

cinco meses para total eliminagfio dos bacilos remanescentes (GRANGE, 1992).

Farmacos de primeira linha como Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol sdo
altamente especificos para o tratamento da tuberculose e sfo utilizados em associagdo com
antibioticos de amplo espectro como Rifampicina e Estreptomicina. A supresséio de
mutantes resistentes sé € possivel pela associagio dos farmacos disponiveis para a
quimioterapia, sendo cada farmaco ativo contra um tipo de mutante resistente. Tanto no
Brasil como nos EUA, o esquema terapéutico indicado no tratamento primirio da
tuberculose € caracterizado pela associagdo Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida por
dois meses, seguido de Isoniazida e Rifampicina por quatro meses (GROSSET, 1996;
HEYM & COLE, 1997). As estruturas dos firmacos mais usados no tratamento da

tuberculose sdo apresentadas na Figura 1.

A Isoniazida (hidrazida do Aacido nicotinico) ¢ altamente especifica para o M.
tuberculosis e apresenta pouca ou nenhuma atividade sobre as outras micobactérias ou
bactérias. E bactericida e atua por inibigfio da sintese de acidos mic6licos na parede celular
(INDERLIED, 1991). E efetiva, menos toxicas que outros farmacos antituberculose, de

baixo custo e facilmente absorvida quando administrada por via oral.

A Pirazinamida, andlogo de Nicotinamida, ¢ um pro-firmaco que requer
desamidac@o por enzima micobacteriana enddgena, para formar acido pirazdéico (BUTLER

& KILBURN, 1983). Introduzida em 1952, seu mecanismo de agfo é desconhecido e sabe-
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se que ha necessidade de pH 4cido para sua atividade bactericida no interior de vesiculas
citoplasmaticas ou lisossomas (HEYM & COLE, 1997).

O Etambutol ¢ um farmaco efetivo e especifico com atividade bacteriostatica. Nédo
apresenta nenhum efeito sobre a viabilidade e metabolismo de células que ndo estejam em
crescimento. Suspeita-se que o mecanismo de a¢do atue sobre o metabolismo de acidos
nucléicos, sintese de &acidos micolicos, metabolismo de fosfolipidios e sintese de
arabinogalactanas (TAKAYAMA & KILBURN, 1989; BREDA et al, 1996; CHENEVIER
et al., 1998).

CONHNH, 0
N CONH,
N, N/ N,
Isoniazida Pirazinamida Nicotinamida

Rifampicina
R2 O
CHOH F~ /I OH
N > >
ﬁ/\/ R3” X7 ON
CH,OH R1
Etambutol Fluorquinolonas

Figura 1 — Estrutura dos principais farmacos usados no tratamento da tuberculose. Para
fluorquinolonas (X = -CH, -CF,-N; -R1, -R2 e -R3 podem ser qualquer 4tomo
ou grupo).
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A Estreptomicina foi o primeiro antibi6tico usado para o tratamento da tuberculose,
pertence i familia de aminoglicosideos. Amplamente usada na monoterapia, ¢ um dos
principais firmacos pelo qual o M. ruberculosis desenvolveu resisténcia (CANETTI et al,,
1964).

A Rifampicina derivado semi-sintético das Rifamicinas tem carater lipofilico € €
de grande importéncia na quimioterapia da tuberculose porque reduz o tempo de tratamento
da doenga. Obtido de Nocardia mediterranei, é ativo contra Mycobacterium tuberculosis,
M. leprae e varias outras espécies de microorganismos patogénicos, principalmente
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Neisseria meningintidis, Legionella pneumophilia,
hemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes (grupo A), S. pneumoniae, S agalatiae
(grupo B), inibe a biossintese do RN A bacteriano por ligar-se fortemente a subunidade beta
da RNA polimerase dependente do DNA, impedindo a ligacdio da enzima ao DNA,
bloqueando assim a iniciagfio da transcri¢do do RNA e por conseqii€ncia, a sintese do RNA
em bactérias sensiveis (BARRY, 1997).

Um namero limitado de farmacos de segunda linha estdo disponiveis para o
tratamento da tuberculose multi-droga-resistente, dentre elas a Amikacina, Capreomicina,
Cicloserina, Etionamida, Kanamicina, Clofazimina e fluorquinolonas. Com excegéo das
fluorquinolonas, a maioria destes compostos tem eficdcia limitada e a administragdo
prolongada ¢é freqiientemente acompanhada por severos efeitos colaterais (HEYM &
COLE, 1997).

A toxicidade de farmacos como Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida, foi
determinada ha duas décadas (GIRLING, 1978) e embora consideradas altamente toxicas,
ainda sdo atualmente os farmacos mais usados para o tratamento da infeccdo. Novos
farmacos tém sido ensaiados com o objetivo de se estabelecer uma quimioterapia mais
efetiva, com menos efeitos colaterais € com um periodo de tratamento mais curto (BARRY,
1997). Estes sdio os principais desafios de uma nova quimioterapia para tuberculose e
muitas outras infec¢des (HART et al., 1996).
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3.3 Consideracdes Gerais sobre Lipossomas

Lipossomas ou vesiculas de lipidios, sdo estruturas esféricas compostas por
bicamadas lipidicas que encapsulam em seu interior parte do meio aquoso em que se
encontram. Os lipossomas de fosfolipidios sdo geralmente biocompativeis, ndo toxicos e
ndo provocam resposta imune, pois sua constituicdo ¢ semelhante a das membranas
celulares. Podem ser compostos de uma ou varias bicamadas concéntricas e apresentam
didmetros que variam da ordem de dezenas de nandmetros a varios micra. Os lipossomas
podem ser formados a partir da hidratagio de filmes Ilipidicos secos e devido as
propriedades de solubilidade das moléculas que compdem a bicamada lipidica, os
lipossomas apresentam a capacidade de alojar substancias hidrofilicas no interior do cerne
aquoso, ou ligadas quimicamente as partes infernas ou externas da superficie da bicamada.
Substincias com carater hidrofobico localizam-se no interior da bicamada, e substincias
com carater misto situam-se na interface das regides polar e apolar, intercaladas entre os
lipidios da bicamada (Figura 2).

CARATER
INTERMEDIARIO

ADSORCAQO
ovU

LIGACAD

QUIMICA

MOLECULAS

HIDROFILICAS MOLECULAS

HIDROFOBICAS

Figura 2 — Representagdo esquematica de lipossomas como veiculos para a encapsulagio de
compostos hidrofilicos no interior do ceme aquoso (representados pela cor
amarela), ou ligados a superficie interna/externa (azul e branca), hidrofobicos no
interior da bicamada (verde) ou de natureza anfifilica (vermelha) (adaptado de
LASIC, 1993).
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Os lipossomas sd3o constituidos basicamente de moléculas anfifilicas que se
caracterizam pela presenca de um grupamento hidrofilico (cabeca polar) e outro
grupamento hidrofobico (cauda apolar) em uma mesma molécula. Dentre estas classes de
substincias s#o os lipidios polares, mais especificamente os fosfolipidios e esfingolipidios,
que se encontram presentes na membrana citoplasmética da maioria das células animais e
vegetais (LASIC, 1993).

As cabecas polares podem conter cargas positivas, negativas, possuirem carater
zwitteridnico ou serem neutras. O carater polar € dado por grupos hidroxila, carboxila,
amina ou fosfato. A parte hidroféobica € constituida por uma ou duas cadeias de acidos
graxos que freqiientemente possuem de 14 a 20 carbonos e podem ser saturadas ou
insaturadas. As cadeias completamente saturadas podem adquirir diversas conformagées
devido a liberdade de rotacfio das ligagcOes simples. Esta liberdade de rotaggio € restringida
para o caso das cadeias insaturadas sendo a conformagcéo trans raramente encontrada entre
os lipidios naturais. Estas caracteristicas estruturais dos lipidios conferem aos lipossomas
diferengas nos pardmetros fisicos tais como estabilidade, permeabilidade da bicamada e

temperatura de transi¢io de fases (LASIC, 1993).

As cadeias de hidrocarbonetos podem estar ligadas diretamente & cabeca
hidrofilica como no caso dos lipidios polares de cadeia unica ou ligados a uma molécula de
glicerol ou esfingosina que atuam como uma espécie de espinha dorsal para os lipidios de
uma ou duas cadeias. Os lipidios de cadeia dupla encontrados na natureza podem ser
classificados em quatro principais categorias, segundo os grupos de cabega polar (fosfato
ou glicosideos) e componente de ligag&io entre a cabeca e a cauda (glicerol ou esfingosina).
Assim tem-se os esfingoglicolipidios, esfingofosfolipidios, gliceroglicolipidios e os
glicerofosfolipidios. Os glicerofosfolipidios, mais comumente chamados de fosfolipidios,

sdo os mais amplamente usados na preparacgéo de lipossomas (LASIC, 1993).

Na Figura 3 € apresentada a estrutura geral da molécula de fosfolipidio onde R1 e
R2 sdo 4cidos graxos, saturados ou nfio, enquanto o grupamento R3 distingue os diversos
fosfolipidios, como por exemplo, fosfatidil colina (-CH,CH,N*(CH3)3), fosfatidil
etanolamina (-CH,CH,NH;"), fosfatidil serina (-CH,CHNH;+COO"), fosfatidil glicerol (-
CH,CHOHCH;OH), etc.
17



Capitulo IIl — Revisdo Bibliogrdfica

A presenca de colesterol na composi¢io da membrana lipidica aumenta sua
estabilidade, decresce a mobilidade interna de suas moléculas, reduz a permeabilidade na
bicamada, modulando assim a fluidez dessas membranas. Na fase liquido cristalino, a
interagdo do colesterol com as cadeias de hidrocarbonetos fluidos aumenta a ordem e a
densidade de empacotamento dentro da membrana. Devido a esta interagfo, a presenca de
colesterol suprime a transicio de fases € a membrana pode existir em uma ampla faixa de
temperatura na fase liquida (LASIC, 1993).

Ri-0O- (IZHZ
RZ—O-C!JH (l)
H,C-0O- [I])-O-R;;
O

Figura 3 — Estrutura de uma molécula de fosfolipidio.

3.3.1 Estrutura dos Agregados Anfifilicos

Os lipossomas pertencem a uma classe especial de cristais liquidos, que s3o assim
designados por possuirem caracteristicas tanto do estado liquido (como fluidez e tendéncia
em formar bolhas) quanto do estado s6lido (como anisotropia mecénica, Optica e elétrica).
Nos lipossomas as moléculas de fosfolipidios agregam-se com diferentes tipos de ordem
orientacional e posicional formando fases, as quais variam principalmente em fungdo do
tipo de molécula, da solubilidade, concentracdo, temperatura e ainda pH e forca idnica para
o caso de anfifilicos idnicos (LASIC, 1993).

A agregacdo das moléculas anfifilicas comega a partir de uma concentragio
micelar critica (CMC) que ¢ definida como a concentragio minima necessaria para formar
um agregado. Na CMC os mondmeros e os agregados se encontram em equilibrio. Com o

aumento da concentragio de moléculas anfifilicas hd a formacio de agregados nas formas
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lamelar, hexagonal, cibica ou de micelas. Os lipidios de cadeia dupla, em geral, nfio
formam micelas devido ao grande volume de suas cadeias, agregando-se preferencialmente

em bicamadas, formando estruturas lamelares (LASIC, 1993).

A teoria envolvida na agregacfo das moléculas € complexa, porém, de uma
maneira simplificada, ISRAELACHVILI (1994) propde que o tipo de morfologia das
estruturas formadas por moléculas de lipidios e outros compostos anfifilicos em solugdes
aquosas pode ser predito a partir de suas propriedades geométricas de empacotamento. Tais
propriedades podem ser convenientemente representadas pelo pardmetro de

empacotamento, p, de acordo com a equagio (1):

M

onde v é o volume molecular da por¢c&o hidrofobica, a, € a area superficial 6tima, (definida
como a drea ocupada pela por¢do hidrofilica quando a energia de interagfo entre os lipidios
¢ minima) e /. ¢ o comprimento critico da cadeia ou cadeias de hidrocarboneto, nio
podendo ultrapassar o comprimento méaximo efetivo que as cadeias podem assumir quando
completamente distendidas. Modelos geométricos de empacotamento para valores de p sdo

apresentados na Figura 4.

Assim, um composto na forma de cone apresentando p < 1/3 poderia formar
micelas esféricas em condi¢cdes apropriadas. Compostos na forma de cone truncado com
1/3< p < 1/2 formariam micelas cilindricas; com 1/2< p < 1 formariam bicamadas flexiveis
ou lipossomas; moléculas cilindricas com p proximo & unidade resultariam em bicamadas
planas, enquanto compostos com p >1 na forma de cones truncados invertidos formariam

micelas invertidas ou fases hexagonais.

Outros fatores que podem afetar as estruturas formadas pelas moléculas de
compostos anfifilicos sdo a preseng¢a de ramificagdes e insaturacSes nas cadeias

hidrofobicas, a for¢a idnica do meio aquoso e a temperatura ISRAELACHVILI, 1994).

19



Capitulo III - Revisdo Bibliogrdfica

Dependendo do tipo de fosfolipidio e da temperatura utilizada, as bicamadas podem
se encontrar em um estado de gel, com as cadeias de hidrocarbonetos bem organizadas, ou
de liquido-cristalino, onde as cadeias de hidrocarbonetos estdo menos ordenadas. Esta
mudanca de fases ocorre na chamada temperatura de transi¢do de fases (Tm), a qual ¢
diretamente responsével pela determinagfio de propriedades como a permeabilidade da
bicamada, a fusdo e agregacdio de vesiculas e sua interagdo com proteinas, afetando a

estabilidade dos lipossomas e 0 seu comportamento em sistemas biologicos (NEW, 1990).

Na produgdo de lipossomas geralmente sfio selecionadas condi¢des onde as
bicamadas se formam no estado de liquido-cristalino. Esta pratica reduz o aparecimento de

defeitos de empacotamento que podem alterar a estrutura do lipossoma.

Forma Organizagdo Fase

7 .
cIf<?/3 -2/3 % hlg:;:co

hexagonal 1

ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ B D G Lamelar
P~1 MQDBG (Cuabico)
R D # Micelas reversas
P>1 hexagonal II

TRYL RTROVD .
-1 YUAY

Figura 4 - Modelo de empacotamento geométrico de moléculas anfifilicas baseado no

parametro p, adaptado de ISRAELACHVILI et al., (1994).

o
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3.3.2 Classificacio dos Lipossomas

Além da composicdo da bicamada, outro fator importante para a defini¢do das
caracteristicas finais dos lipossomas € seu processo de preparagdo. Os lipossomas podem

apresentar diferentes tamanhos e nimeros de bicamadas, conforme ilustrado na Figura 5.

Quanto a estrutura, os lipossomas que sfo formados por varias bicamadas
separadas entre si por um meio aquoso, sio chamados vesiculas multilamelares (VML), ao
passo que, aqueles que possuem no seu interior diversos outros lipossomas de tamanho
variado, sdo denominados como vesiculas multivesiculares (VMV). Aquelas vesiculas que
sd0 compostas por apenas uma bicamada com o interior hidrofilico sio chamadas

unilamelares, € podem ainda ser grandes ou pequenas (VUG ou VUP).

A classificac@o dos lipossomas ainda nfo esta totalmente definida, havendo muita
discussdo, principalmente ao que se refere ao tamanho das vesiculas. Porém uma
classificagio relativamente bem aceita € a feita por Barenholz e Crommelin que se baseia
na influéncia da curvatura da bicamada lipidica sobre as propriedades fisicas do lipossoma,
que pode ser visualizada na Tabela 1 (CROMMELIN & SCHERIER, 1994).

20 -100 nm > 100 nm 5 0,1 -lum > lum
a

Figura 5 — Classificagdo dos lipossomas quanto a estrutura morfologica: (a) vesicula
unilamelar pequena (VUP); (b) vesicula unilamelar grande (VUG); (¢) vesicula
multilamelar (VML); (d) vesicula oligolamelar (VOL); (e) vesicula multivesicular

(VMV) (adaptado de BARENHOLZ & CROMMELIN, 1994).
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Tabela 1 — Classificagiio dos lipossomas quanto ao tamanho (adaptada de BARENHOLZ &

CROMMELIN, 1994).

Tipo de lipossoma Didmetro
Vesicula Multilamelar (VML) >0,5 um
Vesicula Oligolamelar (VOL) 0,1alpum
Vesicula Unilamelar Pequena (VUP) 20 a 100 nm
Vesicula Unilamelar Grande (VUG) > 100 nm
Vesicula Unilamelar Gigante (VUGI) >1pum
Vesicula Multivesicular (VMV) >1pm

3.3.3 Mecanismos de Formacio de Lipossomas

Os mecanismos de formagdo dos lipossomas ainda nfio siio completamente
entendidos, principalmente pelo fato dos métodos fisicos e quimicos de analise ndo
conseguirem caracterizar as estruturas intermedidrias. Por outro lado, os modelos
termodindmicos ndo conseguem explicar sozinhos o estado real do sistema, evidenciando a
forte influéncia exercida pelos fatores cinéticos. Os lipossomas sdo considerados como

estruturas cineticamente estaveis e termodinamicamente instaveis (LASIC, 1988, 1993).

A formacdo das diferentes vesiculas (VML, VUP e VUG) ¢ descrita
qualitativamente por LASIC (1988, 1993). Quando a preparacio dos lipossomas ¢ feita a
partir do filme seco, a adi¢éo da fase aquosa ao filme lipidico seco conduz a hidratagéo da
monocamada mais externa, provocando aumento do tamanho das cabecas polares. A agua
de hidratagfo € capaz de permear a bicamada, permitindo que ocorra também a hidratagéo
das monocamadas mais internas, embora em menor extensio que a monocamada externa.
Isto faz com que as bicamadas aumentem sua area superficial externa, provocando a
formagfio de bolhas convexas. As bicamadas crescem a partir destas bolhas, produzindo
figuras de mielina na forma de fibrilas tubulares alongadas, de forma a maximizar a
exposicdo das cabecas polares. Essa transformacdo cessa ao se atingir um certo

distanciamento entre as bicamadas, que é fungfo da relagdo entre as forgas estéricas
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repulsivas e as forcas de Van der Waals. Com a agitagiio do sistema, os tubulos se
desprendem e se fecham em vesiculas multilamelares, cuja distribui¢do de tamanhos €
influenciada pela intensidade da agitacfio aplicada. As vesiculas formadas apresentam-se
principalmente na forma oval, passando posteriormente para forma esférica a fim de
minimizar a energia de curvatura da estrutura. Esta mudanca € lenta e provavelmente
acontece por meio do rearranjo das moléculas via “flip-flop” ou seja, movimento

transversal entre monocamadas (LASIC, 1993).

A partir de bicamadas pré-formadas, os lipossomas unilamelares podem ser
gerados pela produgéo de fragmentos de bicamada ou por um mecanismo de brotamento.
No primeiro caso, fragmentos da bicamada sfo produzidos pela dissipagdo de energia no
sistema (como no caso dos tratamentos mecénicos), sendo que as bordas destes fragmentos
ficam expostas ao meio aquoso. Simplificadamente pode-se dizer que a tendéncia a
minimiza¢do da exposi¢dio da parte hidrofébica das moléculas ao meio polar leva a um
rearranjo do empacotamento das moléculas na regido da borda da bicamada, o que gera a
curvatura do fragmento de bicamada. Quando o fragmento de bicamada se fecha em si

mesmo, a vesicula unilamelar é formada.

A ocorréncia do mecanismo de brotamento é provavelmente devida a tensdes
dentro ou através das membranas, que podem alterar a forma da vesicula. Mudangas de
temperatura ou de pressdo osmética podem acarretar em variagGes de mais de 3% na drea
superficial, na desestabilizagio da forma da vesicula e no imediato surgimento de vesiculas
filhas. Altera¢des mais lentas também sfo possiveis devido a alteragbes assimétricas da
bicamada, resultando no brotamento de vesiculas filhas externas ou internamente a vesicula
mée. Este processo ocorre tanto nos métodos de preparacfio de lipossomas por alteracdes
transientes de pH, quanto naqueles onde se adicionam moléculas formadoras de micelas,
ocorrendo também durante a formagdo das figuras de mielina com a hidratagdo do filme
seco (WINTERHALTER & LASIC, 1993).

Nos métodos de preparacio de lipossomas iniciados a partir de emulsGes de dgua
em Oleo (simples ou duplas), os mecanismos propostos envolvem a coalescéncia das

estruturas reversas apos a retirada do solvente orgénico, com geracio de bicamadas (fase
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gel). O gel é rompido pela adicdo da fase aquosa, formando-se vesiculas unilamelares
(LASIC, 1993; WINTERHALTER & LASIC, 1993).

3.3.4 Preparacio dos Lipossomas

Existem diversos métodos de preparagio dos lipossomas, os quais produzem
vesiculas com caracteristicas especificas, adequadas as diferentes aplicagdes (LASIC,
1993). De uma maneira geral, a diferenca entre os varios métodos disponiveis baseia-se na
maneira pelas quais as etapas de hidrata¢fo dos lipidios, homogeneizacgo das vesiculas e
remocdo do material nfio encapsulado sdo conduzidas e combinadas. Estas trés fases estdo
presentes em quase todas as metodologias de preparaciio de lipossomas descritas na
literatura (BARENHOLZ & CROMMELIN, 1994; CROMMELIN & SCHREIER, 1994,
LASIC, 1988, 1993).

Os métodos mais comumente utilizados e os tipos de vesiculas obtidas estdo
listados na Tabela 2. Em alguns métodos, algumas destas etapas sdo alteradas ou até mesmo

suprimidas, dependendo da necessidade e dos resultados desejados.
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Tabela 2 — Métodos de preparagdo de lipossomas e os diferentes tipos de vesiculas obtidos.
Vesicula unilamelar pequena (VUP); vesicula unilamelar grande (VUG); vesicula
multilamelar (VML); vesicula oligolamelar (VOL). (adaptado de CROMMELIN
& SCHERIER, 1994)

Meétodo Tipo de Vesicula Produzida

1. Métodos Mecianicos

la. Agitagdo Manual ou vértice VML

1b. Microfluidizaggo VUP

1c. Borbulhamento de gas inerte VML, VUG

1d. Homogeneiza¢do com alto cisalhamento VUP
2. Métodos por Substituicio de Solventes

2a. Remocdo de solventes orgdnicos antes da hidratagdo VML,VOL,VUP

2b. Evaporacio da fase reversa VUG, VOL, VML

2c. Uso de solventes imisciveis com dgua VML, VOL, VUG

2d. Uso de solventes misciveis com agua VML, VOL, VUP
3. Métodos por Remogdo de Detergente

3a. Cromatografia de filtracdo em gel VUP

3b. Dialise lenta VUG, VOL, VUP

3c¢. Dialise rapida VUG, VOL

3d. Técnicas mistas VUG, VOL, VUP
4. Métodos por Modificacdo de Tamanho e Fusdo

4a. Fus@o espontinea de VUP na fase gel VUG

4b. Congelamento/Descongelamento VML

4c. Liofilizacéo VML

4d. Desidratacdo/ reidratacdo seguida ou ndo VUP, VUG

de ajuste de didmetro

4e. Fusio induzida pelo ion Ca>* VUG, VOL, VML

4f. Crescimento de lipossomas induzido por detergente VUG, VOL
5. Msétodos baseados em ajuste de pH VUP, VUG
Etapa de Reduc@o de Tamanho

1. Extrusfo a alta pressdo VOL, VUP, VUG

2. Extrusdo a baixa pressio VUP, VUG

3. Tratamento ultra-sdnico VUP
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Os métodos apresentados na Tabela 2 sdo aqueles utilizados na producdo de
lipossomas em escala laboratorial, abrangendo vérias técnicas que em escala industrial
seriam pouco vidveis. Os métodos usados para formacfio das vesiculas v@o desde a
dispersdo mecénica, remo¢dio de detergente, substituicdo de solventes organicos por
solugdes aquosas, alteracio de pH durante a etapa de hidratagfo, até mudancga de tamanho ¢
fusdo das vesiculas. Com as vesiculas multilamelares formadas, técnicas mecéinicas sdo

mais indicadas para homogeneizag&io do tamanho, como a sonicagio ou extrusio.

Tendo os lipossomas formados e de tamanho homogéneo, o proéximo passo € a
remoc¢do do material ndo encapsulado, o que na maioria dos casos ¢ imprescindivel. Em
geral h4 grande diferenca entre o tamanho dos lipossomas € o material ndo encapsulado, €
as técnicas mais utilizadas tais como didlise, cromatografia de permeacio em gel,
ultracentrifugacdo e ultrafiltragfio, baseiam-se nessa caracteristica. Em alguns casos pode-se

utilizar ainda a separacdo por troca idnica.

3.3.5 Aplicagdes dos Lipossomas na Farmacologia e Medicina

A prescricdo da dosagem de um medicamento € o resultado de um compromisso
entre sua eficiéncia terapéutica e sua toxicidade. Isso é normalmente expresso como o
indice terapéutico, o qual é definido como a razio entre a eficiacia do farmaco e os seus
efeitos colaterais. Assim os farmacos sfo prescritos em quantidades elevadas o bastante
para controlar o problema do paciente, mas em quantidades baixas o suficiente para evitar

danos inaceitdveis aos tecidos saudaveis (OSTRO, 1987a).

O indice terapéutico ¢ uma func¢fio complexa de varios pardmetros, dentre os quais
os principais sdo a farmacocinética, farmacodinimica e biodistribuicdo de um farmaco
particular. Todos esses fatores podem ser influenciados pela administragdo dos farmacos
com sistemas liberadores especificos quando comparados & administragdo dos farmacos na
forma livre. Dessa forma, ¢ de grande importéncia o desenvolvimento de novos sistemas de

liberagdo de farmacos, visando aumentar o indice terapéutico dos medicamentos.
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Os lipossomas fazem parte dos sistemas liberadores de firmacos da medicina
moderna, ao lado das ciclodextrinas, das microesferas poliméricas, nanoparticulas e
microemulsGes dentre outros. Os lipossomas representam uma opg¢do relevante para o
transporte e deposi¢io especifica de compostos terapéuticos em células, pois além de
apresentar baixa toxicidade, sdo biodegradéveis e capazes de alterar a farmacocinética e a
biodistribui¢o dos firmacos. Além disso, os lipossomas sdo capazes de proteger os
compostos terapéuticos nele encapsulados da diluicio e degradagfio no sangue, de forma
que quando alcancam os tecidos que necessitam de tratamento, podem liberar doses

concentradas de medicamento.

As aplicagdes dos lipossomas na farmacologia e medicina t€m crescido
notavelmente nos Gltimos 10 anos. Varios produtos jd se encontram comercializados na
forma encapsulada em lipossomas, ou estdo em fase final de testes clinicos. Dados da
literatura mostram o avango crescente de desenvolvimento dessas novas formulagdes € o
sucesso clinico em vdérias terapias. Outras aplicacdes nessa drea incluem diagnosticas
(imunoensaios, radiologia, ressonincia magnética) e o desenvolvimento de sistemas

carregadores de material genético.

Dentre as aplicacSes de lipossomas como sistemas liberadores de farmacos
destacam-se as aplicagdes na terapia do Céncer, ao lado do tratamento de doencas
infecciosas, inflamacdes, doengas do sistema imunolégico e cardiovascular (OSTRO,
1987a, 1987b; LASIC, 1992; LASIC & MARTIN, 1995; LOUKAS et al, 1995;
AGARWAL et al., 1994, KURUNOV et al. 1995).

3.3.6 Comportamento dos Lipossomas em Sistemas Biologicos

Os lipossomas interagem com praticamente todo tipo de célula. A velocidade com
que um farmaco ¢ liberado de um lipossoma adsorvido depende do tamanho e composicio
da membrana lipidica, do tipo de farmaco encapsulado, bem como da natureza da célula
(OSTRO, 1987a). Apos a adsorgdo, as vesiculas podem sofrer processos de endocitose

(sendo englobadas pelas células), de troca de lipidios com a membrana celular, ou de fusdo
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a célula (onde a bicamada lipidica dos lipossomas integra-se & membrana celular e o

conteudo aquoso da vesicula € anexado ao fluido citoplasmético) (OSTRO, 1987a).

Outra caracteristica importante do comportamento dos lipossomas in vivo € a
interagdo com componentes dos fluidos biolégicos, como as proteinas. As opsoninas sdo
proteinas capazes de promover o rdpido reconhecimento e remogfio das vesiculas da
corrente sangliinea. Esta remocfo ¢ feita por células do sistema fagocitario, também
conhecido como sistema reticuloendotelial (RES). Este sistema de defesa, que consiste de
macréfagos circulantes e de macrofagos fixos do figado (células Kupffer), do bago, dos
pulmdes e da medula dssea, remove material particulado estranho, incluindo os lipossomas,
da corrente sanguinea e da linfa, em intervalos de tempo da ordem de minutos. Os
lipossomas sdo removidos da circulagio primeiramente pelas células de Kupffer e depois,

em menor extensdo, pelas outras populacdes de macréfagos (WOODLE et al., 1992).

Outras proteinas, tais como as lipoproteinas, quando adsorvidas na superficie dos

lipossomas desestabilizam a bicamada pela troca de lipidios.

A integridade dos lipossomas € também afetada por sua interagdo com moléculas
que apresentam atividade de superficie. Neste caso, nfo apenas o tamanho e a estrutura das
vesiculas sdo afetados, mas também a sua permeabilidade. Os efeitos dessas interagdes tém
sido bastante estudados, elucidando alguns aspectos da estabilidade dos lipossomas
(SUNAMOTO et al., 1978; NILSSON et al., 1987; RUIZ et al., 1988; URBANEJA et al.,
1988; EDWARDS et al.,, 1989; EDWARDS & ALMGREN, 1990; 1991;1992).

A intera¢do com componentes dos fluidos fisiolégicos representa um dos mais
importantes fatores que limitam as aplicagdes de lipossomas como veiculo de
administracdo controlada de medicamentos. Ao lado das modificagdes da superficie dos
lipossomas com polietilenoglicol, a busca de alternativa para a produgfo de bicamadas mais
resistentes as agressdes dos varios meios a que os lipossomas encontram-se submetidos nas

diversas formas de administracfo, incluindo a via oral, vém sendo pesquisadas.
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3.3.7 Lipossomas Estericamente Modificados

As primeiras abordagens para a modificagio da superficie de lipossomas com o
proposito de aumentar sua estabilidade no meio biologico, foram feitas por métodos de
recobrimento. Lipossomas foram cobertos por meio de ligagOes covalentes, com produtos
naturais tais como proteinas e polimeros anfipaticos (LASIC, 1993). Apesar da protegdo da
superficie proporcionada por estes materiais, os lipossomas nio apresentaram melhorias
com relagdo a estabilidade biolégica e tiveram a sua estabilidade fisica diminuida, o que
ndo atendia as necessidades do seu uso para a liberagdo controlada de medicamentos
(LASIC, 1993). Métodos envolvendo a co-mistura de moléculas anfipaticas com grupos
especiais de cabega polar tais como os gangliosidios ou fosfatidil inositol hidrogenado de
soja (HSPI), presentes em baixas razOes molares na bicamada lipidica, representaram uma
revolugdo em termos de estabilidade biologica. Particularmente, o uso do gangliosidio
GM1 (contendo acido sidlico na sua composi¢do), produziu lipossomas capazes de
permanecer por um tempo mais prolongado na corrente sangiiinea (ALLEN et al., 1985,
1987, GABIZON & PAPAHADJOPOULOS, 1992). Uma limitacio especifica para o uso
do gangliosidio GM1 ¢ principalmente o seu custo. Na forma natural, é extraido em
pequenas quantidades da massa cinzenta do cérebro, enquanto que a sua sintese ¢é feita em

varias etapas com baixo rendimento.

A busca de alternativas menos onerosas capazes de igualar ou superar a
estabilidade conferida pela presenga de gangliosidios nos lipossomas sugeriu a
incorporagdo de polimeros hidrossoliveis as vesiculas fosfolipidicas, uma vez que ja havia
sido observado anteriormente um decréscimo na imunogenicidade e na antigenicidade de

proteinas ligadas covalentemente a poli-oxietilenos.

A partir de 1990, lipidios sintéticos contendo grupos poliméricos resultantes do
acoplamento covalente de cadeias de polietileno glicol (PEG) aos fosfolipidios foram
incorporados as classes de materiais capazes de aumentar o tempo de circulagio de
lipossomas, aumentando sua estabilidade. Denominados convenientemente de “Stealth
Liposomes” (lipossomas evasivos), com marca registrada pela Liposome Technology
Incorporation, estas vesiculas estericamente estabilizadas sdo capazes de se evadir do RES

por periodos de tempo relativamente longos (KLIBANOV et al., 1990, BLUME & CEVC,
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1990; PAPAHADJOPOULOS et al., 1991; LASIC et al., 1991; WOODLE et al., 1992; ;
LASIC & MARTIN, 1995; MORAES, 1996; KONO et al., 1997; MORIBE et al., 1999).

A estabilizacdo e conseqiiente aumento do tempo de circulagdo dos lipossomas
contendo PEG ¢ explicado por um modelo qualitativo que propde que estas propriedades
resultam da concentragdo superficial de grupos altamente hidratados que inibem
estericamente as interagdes eletrostaticas e hidrofobicas de uma grande variedade de
componentes do sangue com a superficie dos lipossomas, constituindo uma opgo relevante
na estabilizag@io da estrutura de lipossomas destinados a administra¢3o por via intravenosa
(KLIBANOV et al., 1990; LASIC et al., 1993).

3.3.8 Incorporacio de Compostos em Lipossomas

De uma maneira geral, as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, tais
como, sua particio entre a bicamada lipidica, a solubilidade e o peso molecular do
composto, definem em qual regido da vesicula este se localizarda (MADDEN et al., 1990).

Outro fator que pode influenciar a eficiéncia de encapsulagio, é a metodologia de
incorporacdo do composto, que deve ser definida de acordo com as caracteristicas

mencionadas anteriormente.

A encapsulagio de compostos em lipossomas pode ser feita por incorporagéo
passiva ou ativa. Na incorporagdo passiva, o composto € encapsulado durante o processo de
formagdo das vesiculas, geralmente na hidratagdo (o filme lipidico € hidratado com uma
solugdo contendo o composto a ser encapsulado), ou em certa fase em que a estrutura da
vesicula ndo esta completamente defimda. Neste tipo de processo, a eficiéncia, determinada
pela fracdo de composto terapéutico incorporado na vesicula, € diretamente influenciada
pelo volume aquoso retido no cerne da vesicula onde o farmaco encontra-se dissolvido, e
que, por sua vez depende do tamanho e do namero de lamelas do lipossoma (MAYER et
al., 1986). Na incorporagdo ativa, o composto ¢ adicionado aos lipossomas previamente
preparados, € sua encapsulagio depende de um estimulo externo para o transporte através
da membrana, cuja técnica mais utilizada é de produgdo de um gradiente de pH entre o
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meio externo dos lipossomas e¢ o interior da vesicula. Este mecanismo ¢ utilizado
principalmente em compostos do tipo aminas lipofilicas, fundamentado no fato de que um
agente ativo ndo protonado pode transpor a bicamada lipidica do lipossoma. Uma vez no
interior do lipossoma, onde hd uma concentragfio excessiva de prétons, este composto
tornar-se-ia positivamente carregado, 0 que impediria a sua volta ao meio externo, pois a
bicamada nfo seria mais permedvel ao seu novo estado (MAYER et al., 1990; MADDEN et
al., 1990; MORAES, 1986).

3.3.9 Aplicacdo dos Lipossomas na Terapia da tuberculose

Nas ultimas décadas, em decorréncia da resisténcia aos antibidticos desenvolvida
por diversos agentes infecciosos, entre eles o Mycobacterium tuberculosis, intensificaram-
se as pesquisas de alternativas terap€uticas que possibilitem o aumento da eficacia dos

farmacos ja existentes e de novos firmacos.

A terapia de infec¢des causadas por organismos do género Mycobacterium é ainda
um desafio. Estes microorganismos podem invadir e se multiplicar no interior de células
como os macrofagos. Assim, os agentes utilizados na terapia destas enfermidades devem
ser capazes de se acumular em concentragdes relativamente elevadas no interior das células

hospedeiras para que as células patogé€nicas sejam atingidas.

A administragdio destes firmacos geralmente ¢ feita por via oral e estd associada a
diversos efeitos colaterais indesejdveis, como nausea e toxicidade aos tecidos normais, o
que leva o paciente a se desestimular com o tratamento, interrompendo-o. A encapsulacio
destes farmacos em lipossomas poderia reduzir o numero e a intensidade dos efeitos

colaterais, poupando tecidos sauddveis, como os rins e o figado.

Aliado aos efeitos colaterais nocivos, ha ainda o aspecto de duracdo do tratamento,
que pode chegar a vérios meses com a utilizagdo dos farmacos em sua forma livre. A
administragdo de lipossomas poderia diminuir a necessidade de doses freqiientes do
medicamento, uma vez que estas vesiculas seriam capazes de permanecer na circula¢io

sangiiinea, liberando lentamente o farmaco por intervalos de tempo prolongado.
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A incorporagdio dos tuberculostaticos em lipossomas também teria a vantagem de
possibilitar sua administragdo por meio de diversas rotas, incluindo as vias pulmonar, nasal,
oral, intramuscular, subcutinea, tOpica e intravenosa, de acordo com as caracteristicas do
lipossoma selecionado. A administra¢fo por via intravenosa de lipossomas convencionais €
estericamente estabilizados com polietileno glicol, por exemplo, poderia combater os
bacilos alojados no sistema reticulo-endotelial, enquanto a administragdo de lipossomas
nebulizados poderia aumentar o tempo de retengdo do farmaco nos pulmées (SHEK et al.,
1994).

Embora a encapsulagdo de tuberculostiticos em lipossomas seja bastante
promissora, alguns fatores de importancia primordial devem ser levados em consideragéo
no projeto racional das vesiculas lipidicas e no controle e inducéo da liberagéio do farmaco.
Devido ao fato pelo qual alguns organismos, incluindo o M. tuberculosis, ndo s&o
destruidos no interior das células fagocitarias (pela prevencdo da fusfo fagolisossomica), a
probabilidade de que os antibidticos encapsulados em lipossomas possam ser liberados
diretamente aos microorganismos patogénicos diminui. Entretanto, a composi¢do dos
lipossomas pode ser selecionada de forma que os mesmos sejam capazes de liberar o
farmaco encapsulado como uma conseqiiéncia da alteracdo das condi¢des ambientais, como

temperatura e pH.

O efeito de encapsulagdo de compostos terapéuticos em lipossomas para aplicagio
na terapia da tuberculose jé foi testado por alguns grupos. VLADIMIRSKI & LADIGINA
(1982) trataram camundongos infectados com o M. tuberculosis com lipossomas de
didmetro entre 40 e 80 nm encapsulando Estreptomicina. Os autores observaram que os
lipossomas foram mais efetivos que o farmaco livre no prolongamento da sobrevivéncia

dos animais e na redu¢fo do nimero de microorganismos no bago, mas nfo nos pulmdes.

KOGA et al. (1994) mostraram maior eficicia no tratamento da tuberculose em
camundongos pelo uso de Estreptomicina e de Amicacina encapsulada em lipossomas do
que atraves da administracdio dos farmacos livres. Similarmente, lipossomas associados aos
glicosideos asiaticosideo e corcorusina provaram ter efeito microbicida mais efetivo nas
células de M. tuberculosis que os glicosideos em suas formas livres em solugdo (MEDDA

et al, 1995).
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Resultados promissores foram obtidos por AGARWAL et al. (1994) para o uso de
lipossomas constituidos de fosfatidilcolina de ovo encapsulando o agente Rifampicina. Um
aumento adicional na atividade tuberculostatica dos lipossomas foi obtido pelo
acoplamento do tetrapeptideo ativador de macréfagos tuftsina na superficie das vesiculas. A
administragdo intermitente destes lipossomas (2 vezes por semana) foi mais efetiva na
redugfio do niimero de bacilos localizados nos pulmdes de camundongos que o tratamento
continuo, levando a um aumento efetivo do farmaco de pelo menos 2000 vezes em relacdo

ao farmaco livre.

KURUNOV et al. (1995) testaram a inalagio de agentes bactericidas livres e
encapsulados em lipossomas para a terapia de tuberculose em camundongos. A eficicia de
administracGes didrias e intermitentes por inalagdo de farmacos na forma livre em solugdes
aquosas e encapsuladas em lipossomas foram avaliadas na terapia de ratos BALB/c
tuberculosos. Os melhores efeitos foram obtidos com as inalagdes diarias de firmacos
encapsulados em lipossomas. Apesar do fato do regime intermitente dos farmacos
encapsulados em lipossomas ter envolvido uma dosagem menor, sua eficacia ndo foi
inferior & terapia didria com as solu¢des aquosas dos farmacos. A alta eficiéncia dos
lipossomas diminuiu as prolongadas persisténcias das altas concentra¢cdes de Rifampicina

no tecido pulmonar.

Em 1997, DEOL & KHULLER, mostraram que Isoniazida e Rifampicina quando
encapsuladas em baixas concentragdes em lipossomas, exibiram menor toxicidade em
macrdfagos e camundongos infectados com M. tuberculosis, € mostraram-se mais efetivas

que na forma livre (DEOL & KHULLER, 1997).

Também em 1997, SILER-MARINKOVIC et al.,, em um extenso trabalho de
revisdo, descreveram o uso de lipossomas como carreadores de farmacos antimicrobianos,
onde destacam sua potencialidade na terapia de doencas causadas por microorganismos do
tipo Mycobacterium, relatando que a encapsulagdo de vérios tuberculostéticos nas vesiculas
lipidicas resultou em maior atividade dos farmacos (SILER-MARINKOVIC et al., 1991).

Estes trabalhos sugerem o desenvolvimento desta estratégia de “rejuvenescimento”

de tuberculostiticos cujos efeitos jA s3o conhecidos para possiveis aplica¢Ges clinicas.
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Além de sua aplicagiio na terapia da tuberculose, os lipossomas podem também ser
utilizados na prevencdo e controle desta enfermidade, possibilitando a encapsulagdo de
compostos indutores de resposta imunoldgica acentuada ao M. tuberculosis (SINGH &
KHULLER, 1994; KOGA et al., 1994).

3.4 Consideracdes Gerais sobre Ciclodextrinas

A literatura sobre a tecnologia de aplicagéo e producdo das ciclodextrinas (CDs) €
bastante vasta, podendo-se citar como exemplo os livros de DUCHENE (1987) e de
SZEJTLI (1988), além dos inimeros trabalhos e patentes disponiveis.

As CDs (ciclo-amilose, ciclomaltose, dextrinas de Shardinger) tém despertado a
curiosidade dos cientistas e pesquisadores desde de sua descoberta por Shardinger, em
1903. S#@o produtos oriundos da degradacio do amido, ou seja, oligossacarideos

cristalizaveis, que podem ser recristalizados e obtidos na forma pura (CRAMER, 1987).

CDs sio polimeros homogéneos derivados da glicose, cristalinos, nfo-redutores,
ciclicos e nfo higroscopicos. As unidades de glicose sfo unidas entre si por ligacdes de tipo
a-1,4 (SZEJTLI, 1988; PREMA et al., 1990; FUIIWARA et al., 1992; LEE et al., 1992).
Sdo denominadas o, B e y de acordo com o nimero de unidades de glicose. A Figura 6
mostra uma representacdo esquematica das estruturas das ciclodextrinas. A a - CD,
também conhecida como o - dextrina de Shardinger, ciclomaltohexose, ciclohexaglucana,
ciclohexamilose, ACD e C6A é constituida por 6 unidades de glicose. A § - CD, ou § -
dextrina de Shardinger, cicloheptose, cicloheptaglucana, cicloheptamilose, BCD e C7A ¢é
formada por 7 unidades de glicose. A y - CD, também conhecida como y - dextrina de

Schardinger, ciclomalto-octose, ciclo-octagluca, ciclo-octamilose, GCD ¢ C8A ¢é formada
por 8 unidades de glicose (SZEJTLI, 1988).
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Figura 6: Estrutura das ciclodextrinas (SZEJTLI, 1988).

As CDs s3o moléculas que apresentam a forma de um tronco de cone invertido
com uma cavidade interior cujo tamanho e forma sio determinados pelo nimero de
unidades de glicose. Esta forma conica deve-se a conformacgdo C1 dos residuos de a-D-
glicopiranosil € a auséncia de livre rotacgio ao redor das ligagdes glicosidicas. Os grupos
hidroxila secundarios (nos atomos C2 e C3 das unidades de glicose) estdo situados de um
dos lados do anel e todas as hidroxilas primarias do outro lado. Isto confere as CDs a
propriedade de serem hidrofilicas externamente. O lado das hidroxilas secundarias é mais
largo que o lado das hidroxilas primarias (base do tronco de cone). O interior da molécula €
composto pelos grupos CH e oxigénio glicosidico, o que o torna relativamente apolar em
agua (SZEJTLI, 1988; BEKERS et al., 1991; LEE & KIM, 1991). Portanto, o interior da
cavidade apresenta um microambiente hidrofébico, enquanto o exterior mostra uma
superficie hidrofilica. Esta caracteristica favorece a inclusdo de compostos orgénicos em
seu interior, isto €, encapsulacdo molecular, que tem sido muito estudada devido a
importancia para a compreensio das interagdes enzima - substrato e principio ativo -
receptor (TAWARA & KHOURI, 1993).
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3.4.1 Propriedades Fisicas e Quimicas das Ciclodextrinas

As principais propriedades fisicas € quimicas das CDs s3o mostradas na Tabela 3
(LE BAS & RYSANEK, 1987, SZEJTLI, 1988; BEKERS et al.,, 1991). O mais notavel
nessa tabela é a baixa solubilidade da B-CD na 4gua. Muitas ligagSes de hidrogénio
intramoleculares existem entre os grupos hidroxilas secundarios. O grupo C2-OH de uma
unidade de glucopiranosideo pode formar uma ponte de hidrogénio com o grupo C3-OH da
unidade glucopiranose adjacente. Estas pontes de hidrogénio estabilizam a molécula de B-
CD e a tornam uma estrutura rigida e, provavelmente, atuam no sentido de prevenir a
hidratagdo da molécula, o que pode explicar sua baixa solubilidade (BEKERS et al., 1991).
A y-CD tem uma estrutura nio-coplanar, mas flexivel, € € a mais solivel das trés CDs.

Como regra geral, a solubilidade das CDs em 4gua aumenta com o aumento da temperatura
(SZEJTLI, 1988).

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas das CDs (LE BAS & RYSANEK, 1987,
SZEJTLI, 1988; BEKERS et al., 1991).

Propriedade a-CD B-CD v-CD DM - B
numero de unidades de glicose 6 7 8 7
Profundidade da cavidade (nm) 0,78 -0,80 0,78 -0,80 0,78 -0,80 10
dismetro interno (nm) 0,47 -0,57 0,60-0,78 0,75-0,95 0,60
didmetro externo (nm) 1,37 - 1,46 1,53 1,69 - 1,75
peso molecular 972 1135 1297 1331
solubilidade em 4gua, 25°C (/100 mL) 14,50 1,85 23,2 57
solubilidade em agua, 40 °C (g/100 mL) 28,5 4,40 58,5
ponto de fusdo (°C) 275 280 275 295
pKa 25 °C 12,3 12,2 i2,1

1- DM - B = Heptakis-2,6-di-o-metil-beta-ciclodextrina (DIMEB)
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As CDs apresentam sabor adocicado. Uma solugdo contendo 2,5 % de B-CD ¢ tédo
doce quanto uma solugdo contendo 1,7 % de sacarose. Portanto, quando da utilizagdo da -

CD em processamento de alimentos, seu poder adogante deve ser levado em consideragdo
(SZEJTLI, 1988)

3.4.2 Producio e Aplicagdes das Ciclodextrinas

Uma das propriedades mais imnportantes das CDs € sua resisténcia a hidrolise por
parte das enzimas do grupo amilolitico (o e B - amilase e amiloglicosidase). As CDs
naturais s3o resistentes 4 acfo da enzima B-amilase desde que n3o apresentem grupos
terminais suscetiveis ao ataque dessa enzima. Embora a baixas velocidades, a enzima a -
amilase € capaz de hidrolisar as CDs, uma vez que estas enzimas ndo requerem grupos
terminais livres para sua atuagdo. A enzima amiloglicosidase também nio € capaz de
hidrolisar as CDs. Com algumas excec¢des as CDs nfo podem ser fermentadas e nfo sfo
utilizadas pelas leveduras (SZEJTLI, 1988; BEKERS et al,, 1991).

A enzima ciclodextrina - glicosil - transferase (CGTase) EC 2.4.1.19 (a-1,4-
glucano-4-glicosiltransferase) ¢ produzida a partir de diversos microorganismos. Esta
enzima catalisa a conversdo do amido e outras a-1,4-glucanas formando ciclodextrinas por
meio de uma reagdo de ciclizagdo, também atuam nas reagles de acoplamento (abertura do
anel da ciclodextrina e transferindo Os maltooligossacarideos formados para aceptores) e
desproporcionamento (transferéncia dos maltooligossacarideos lineares aos aceptores). Esta
enzima ¢ de fundamental importincia na produgio de CDs (SZEJTLI, 1988).

A preparagio das CDs pode ser dividida nas seguintes fases: (i) cultivo do
microorganismo produtor da CGTase; (i) separagdo da enzima do meio de cultura, e
purificacdo (ili) conversio enzimatica do amido pré-hidrolisado ou natural para uma
mistura de conversdo, purificacdo e cristalizacdo das CDs (SZEJTLI, 1988).

Uma revisdo das principais Patentes de produgdo de CD foi realizada por SZEJTLI

(1988), sendo algumas conclusdes apresentadas a seguir:
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1. altas concentragdes de substrato (amido) resultam em menores custos
operacionais, porém o rendimento em CD diminui. Uma concentragdo Otima de amido

(aproximadamente 30% p/v) representa uma meta a ser atingida.

2. quando se trabalha com altas concentragdes de amido € necessario reduzir a
viscosidade da solugio por meio de uma pré-hidrolise parcial, por exemplo com acidos ou
com a enzima o-amilase, ou ainda com uma peguena quantidade de CGTase. Ainda podem

ser utilizados métodos mecanicos de moagem (KIM et al., 1993);

3. a enzima CGTase produz as trés formas de CD (o, B e/ou 7). A proporgdo de
cada uma depende do tempo de reagdo, da linhagem do microorganismo e das condigGes de
reagdo (pH, temperatura, etc.), bem como da adigdo de agentes complexantes (solventes).
Diversos solventes e surfatantes foram testados como: acetona, etanol, glicerol, propanol,
tolueno, Triton-X, enire outros (LEE & KIM, 1991; TOMITA et al., 1993). Um estudo
demonstrou que o rendimento em B-CD aumentou 2,4 vezes quando se adicionou 15% de
etanol em uma solugio a 30% p/v de amido, com uma CGTase de Bacillus circulans
variedade alkalophilus (MATTSSON et al., 1991);

4. na auséncia de complexantes organicos produz-se uma mistura de CD, e o
rendimento em CD cristalina cai em niveis inferiores a 20% em condi¢Bes industriais
tipicas, isto €, na presenga de altas concentragbes de amido. Além disso, ha a formagdo de

diversos produtos secundarios que contém as CD aciclicas (ndo cristalizaveis);

5. a produgio de uma mistura de CD ndo € economicamente vidvel do ponto de

vista industrial, devido aos altos custos de separagio e purificagdo do produto;

6. condigGes econdmicas viaveis para se produzir preferencialmente uma dada
forma de CD, sO sdo possiveis quando se utiliza complexantes orgénicos € microorganismos

com CGTase que apresentem uma certa especificidade para o, B ou y-CD,

7. quando se utiliza complexantes orginicos para methorar o rendimento em CD ¢
necessario se empregar meétodos de analise do produto bastante sensiveis uma vez que, as
vezes, a legislacdo ndo permite a presenga de solvente no produto em quantidades
superiores a ppm ou ppb;
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8. a utilizagio de enzimas desramificadoras (pululanase) aumenta o rendimento em
CD pois as ligagdes o-1,6 da amilopectina atuam como inibidores da CGTase, sendo que

nesse caso, de um modo geral, a taxa de produgdo de CD aumenta em cerca de 4 a 6%;

9. a quantidade de glicose e maltose presentes no meio reacional nio podem ser
superiores a 5% do amido, e neste caso o rendimento em CD esta entre 30 € 70%. Quando a
quantidade de glicose e maltose ultrapassa 20% de amido, o rendimento em CD cai a

valores proximos a 15%.

Até o presente nfo se conhece uma CGTase especifica para producio de o, § ou y-
CD. Sabe-se que B. macerans ¢ K. pneumoniae produzem, preferencialmente a-CD,
enquanto bactérias alcalofilicas produzem, preferencialmente, B-CD no inicio da reagdo
(SZEJTLI, 1988). Uma linhagem de K. oxyfoca 19-1 produziu o, B & y-CD na proporgdo de
96,5 : 3,5 ; 0, respectivamente (LEE et al., 1992). Uma linhagem de B. autolyticus 11149
foi bastante seletiva para 3-CD, produzindo tragos de o € y-CD (TOMITA et al., 1993).

Como as CDs sdo compostos ciclicos que apresentam uma cavidade relativamente
hidrofobica, esta caracteristica as torna altamente suscetiveis & formagdo de complexos de
inclusio com muitos compostos org@nicos, provocando uma alteragdio nas propriedades
fisicas e quimicas dessas substincias (BENDER, 1986; DUCHENE, 1987; SZEJTLI, 1988;
FUITWARA et al, 1992; KIM et al., 1993). A formag3o de complexos entre farmacos e
CDs ¢é um aspecto importante e contribui para melhor solubilidade em meio aquoso,
estabilidade e biodisponibilidade de muitas substincias (STELLA & RAJEWSKI, 1997,
LOFTSSON & BREWSTER, 1996). Estes complexos de inclusdo freqientemente
possibilitam a potencializagdo da atividade biologica e a redugéo dos efeitos colaterais de

farmacos.

Viarios trabalhos encontrados na literatura tém detalhado a formagio do complexo
de inclusdo (HORIKOSHI, 1979; NSKK, 1983) ¢ outras dezenas tém mostrado os meios de
preparagdo dos complexos de CDs. Em todas as citagdes, percebe-se que € essencial a

dissolug@o das CDs e das moléculas hdspedes (farmacos) (SZEJTLI, 1988).
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Uma vez hidratadas, as o, 3 e y- ciclodextrinas contém 6, 11 e 17 moléculas de
4gua, respectivamente. Estas moléculas podem ser substituidas por moléculas de compostos
apolares ou menos polares que a agua. Neste processo em que ha ganho de energia, em

reacfo rapida e reversivel, formam-se os complexos de inclusdo.

Na aus€ncia de molécula hospede, a cavidade hidrofobica, que atua como
hospedeira, ¢ ocupada por moléculas de agua (SZEJTLI, 1988). Contudo uma molécula
hospede especifica, quando adicionada a solugdo de ciclodextrinas, expulsa estas moléculas
de agua e ocupa esta cavidade. Além da interagio hidrofébica, outras forgas, porém menos
intensas, também participam deste processo. Apds a formagio do complexo com a
ciclodextrina, na cavidade desta nio permanecem moléculas de agua, e a molécula hospede

fica presa as paredes por forgas de Van der Waals.

A Figura 7 mostra uma representacdo tipica de complexagéo onde as moléculas de

agua internas a cavidade da ciclodextrina no inicio da reagio sdo substituidas pela molécula

do p-Xileno.

A complexagdo de um farmaco em CDs resulta na modificagio de suas
propriedades fisicas e quimicas. Modificagdes estas que normalmente sfo vantajosas
podendo-se citar: (i) na formulagdo de farmacos para ingestdo oral — transformar compostos
liquidos para a forma cristalina, mascarar produtos com sabor ou aroma desagradavel,
reduzir a higroscopicidade, etc.; (ii) melhorar a estabilidade quimica — diminuicdo da perda
por evaporagdo de compostos volateis, proteger contra a oxidagio pelo ar; reduzir a
sensibilidade a luz, ao calor, aos acidos gastricos, etc.; (iii) melhor a biodisponibilidade de
farmacos de baixa solubilidade - aumento da taxa de dissolugio; aumento ou redugéo dos
niveis do farmaco na corrente sanguinea; liberagdo controlada do principio ativo; (iv)
formulagio de injecdes, solugbes oculares, etc. - preparagio de solugbes de farmacos
insoliveis em agua sem solventes organicos; redugdo dos efeitos colaterais, irritagdes locais
ou efeitos hemoliticos; e (v) comprimidos - facil dissolugdo do comprimido na agua
(SZEJTLL, 1988; DUCHENE, 1988).
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Figura 7 - Representagdo esquematica da formagdo do complexo de inclusdo na
ciclodextrina. A molécula hospede é o p-Xileno e os pequenos circulos

representam as moléculas de agua (SZEJTLI, 1988).

Das trés formas de CD obtidas pela enzima CGTase, a mais utilizada
comercialmente € a B-CD, pela facilidade de obtengdo em forma pura devido a sua baixa
solubilidade. A o e a y-CD por serem mais soluveis exigem processos de separacdo e

purificagdo mais complexos.

Para aplicacdes na forma de complexos de inclusdo com moléculas de maior
tamanho a y-CD € a mais promissora, porém para se tornar viavel sua aplicagdo em larga

escala, seu custo de producdco deve ser reduzido (FROMMING, 1982; DUCHENE, 1987;
SZEJTLI, 1988).

Estudos sobre o metabolismo, toxicidade e efeitos biologicos das CDs, tanto na
forma livre como na forma complexada, foram realizados e demonstraram que: (i) as CDs
sdo metabolizadas pela microflora presente no coélon humano; (ii) somente quantidades
insignificantes de CD administrada na forma oral sio absorvidas pelo trato intestinal; e, (iii)
a administragdo parenteral da o e da B-CDs pode causar efeitos hemoliticos e nefrotoxicos,

0 que restringe seu uso a baixas dosagens (SZEJTLI, 1988).

Varios grupos de pesquisa tém destacado a potencialidade das CDs nas aplicagdes

farmacéuticas. Por exemplo, a citotoxicidade do complexo violaceina/B-CD foi
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significativamente reduzida em células fibroplasticas V-79 em comparacio com o farmaco
tivre (De AZEVEDO et al., 2000) e a formagdo de um complexo de inclusdo de um
derivado de naftoquinona com B-CD, também reduziu a toxicidade e acentuou a atividade
antitumoral (SINGH & UDUPA, 1997).

3.5 Modelos difusionais para a liberacio controlada de medicamentos

ExpressGes matematicas tém sido derivadas para descrever as taxas de liberagio de
farmacos de compartimentos esféricos. GUY et al. (1982) aplicaram o modelo difusivo
expresso pela lei de Fick para esferas porosas para descrever os perfis de liberagiio de
compostos do interior de lipossomas. Foram considerados sistemas multifasicos de acordo
com os experimentos conduzidos para os estudos da liberagdo dos compostos, nos quais

foram usados sacos de dialise para a separagio dos lipossomas do meio de dissolugdo.

Equacbes matematicas foram obtidas para periodos de tempo curto e longos,
considerando ou nfo o limite de fases, ou seja, a transferencia de massa na interface da

membrana de dialise.

Na Tabela 4 s@o apresentadas as solugBes das equacOes diferenciais para as vérias
situagBes. Comparando os resultados obtidos pelas varias equages, os autores concluiram
que para valores de k<1, os efeitos do limite de fases sdo significativos. Para valores de k>1
a contribuicio da cinética interfacial sobre as caracteristicas de liberacio dos compostos

pode ser desprezada.

ELORZA et al. (1993) aplicaram as solugdes obtidas por GUY et al. (1982) nas
varias situagles para caracterizar a liberagio do composto S-fluoracil encapsulado em
lipossomas. A barreira imposta pela bicamada lipidica ao composto encapsulado, foi
caracterizada pelo coeficiente de permeabilidade para lipossomas compostos de
esfingomielina e dlstearoilfosfatidilcolina, pelos métodos de evaporagio em fase reversa e

congelamento e descongelamento seguido de extrusdo em membranas de policarbonato.
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Tabela 4 - SolugSes para a equacio diferencial da segunda lei de Fick para o modelo tedrico
de GUY (1982) para a taxa de liberag3o de farmaco de particulas esféricas com o

seu limite de fases.
Equagio Aplicagdo
A. Difusdo em uma esfera desconsiderando a
1 My/M.= 6n" k" membrana interfacial:
(1) aproximag8o para curto periodo
2 M/M.= (1- (6/7%) exp[-*kt]) (2) aproximacio para longo periodo
B. Difuso de uma esfera considerando a
membrana interfacial:
- baixa cinética interfacial (k<<1)
3 MyM.= 3Kkt (3) aproximacgo para curto periodo
4 M/Mo=(1- exp[—’a‘Kkll) (4) aproximag3o para longo periodo

Mt - concentragdo de material liberado no tempo t
Mo - concentragiio de material liberado no tempo infinito
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CAPITULO IV

MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, além de apresentar os principais materiais utilizados também

descreve-se a metodologia utilizada no desenvolvimento de cada anélise.

4.1 MATERIAL

4.1.1 Reagentes analiticos

Os agentes terapéuticos de primeira linha de  tratamento da tuberculose
Pirazinamida, Isoniazida e Etambutol foram adquiridos da Sigma Chemical Company Ltd-
UK (P-7136, 1-3377 e E-4630), respectivamente

A B-CD utilizada como padréo foi a fornecida pela Sigma Chemical Company Ltd-
UK, lote C-4767.

Agente tamponante HEPES, os fosfolipidios Distearoilfosfatidilcolina (DSPC),
Dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE) e o colesterol (Col) foram fornecidos pela Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA).

Molibdato de amdnio e Cloreto de sddio foram obtidos da ECIBRA.
Hidréxido de sodio foi obtido da Quimibras Industrias Quimicas S.A.

Os solventes orgénicos cloroférmio e metanol e os reagentes peréxido de hidrogénio

e o acido ascorbico foram obtidos da MERCK.
Acido sulféirico foi obtido da Quimica Especializada Erich Ltda.

O etanol utilizado tinha pureza de 99,3% e a agua utilizada em todos os

experimentos foi bidestilada e purificada em sistema Milli-Q.
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4.1.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento dos ensaios foram:
(i) - Espectrofotdmetro UV-visivel, marca HITACHI, modelo U-2001.
(ii) - Cromatégrafo gasoso modelo HP 6890 — CG System.

(iii)- Equipamento de dissoluc#o tipo USP XXI da farmacopéia americana com agitador em

forma de ldmina ou cesto rotativo.
(iv)- Liofilizador marca YAMATO, modelo Freeze-Dryer DC41.

(v)- Espectrofotdmetro de ressonincia magnética nuclear de prétons ('H-NMR), modelo
INOVA-500, 300 MHz.

(vi)- Calorimetro diferencial de varredura, DU PONT, modelo 2910, acoplado a um

computador modelo 9900.

(vii)- Microscopio eletrénico de varredura JEOL, modelo JXA - 840 com pulverizador
catédico SCD 05 BAUTEC.

(viii)- Extrusora em aco inox de 10 mL de volume, com camisa térmica para circulacdo de

dgua, modelo T.001 da Lipex Biomembranes Inc.
(ix) - Laser light scattering, Malven Autosizer, modelo 4700.

(x) - Leitora de placas do tipo ELISA, modelo ELx 808, da Bio-Tek Instruments Inc.

4.2 METODOS

4.2.1 Predicao tedrica da encapsulacio dos farmacos em p-CD

Os testes de predigdo tedrica da encapsulagdo dos farmacos em B-CD foram

desenvolvidos no Instituto de Quimica (IQ) da UNICAMP.

A predigdo tedrica da capacidade de encapsulagdo de a-, B- ¢ y-CD de formar

complexos de inclusio com os firmacos: Pirazinamida, Isoniazida e Etambutol foi feita
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pela comparag@o entre o tamanho equivalente da por¢fo mais hidrofobica dos farmacos e o
tamanho da cavidade das ciclodextrinas, obtidos da literatura (SZEJTLI, 1988). O tamanho
equivalente da porcdo mais hidrofobica das moléculas de drogas foi determinado pelo

método de “Monte Carlo” usando o programa Gausian 94.

4.2.2 Caracterizacio dos fairmacos e da B-CD

4.2.2.1 Solubilidade dos farmacos e da B-CD

A solubilidade dos farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e Etambutol (Et), e
da B-ciclodextrina (B-CD) a 1 mM foi avaliada nos seguintes solventes aquosos e
orgénicos: (i) agua desionizada de pureza Milli-Q; (ii) tampdo salino HEPES/NaCl (10
mM/120 mM), pH 7.4 e; (iii) 1-Octanol e n-Dodecano. Tais solventes foram empregados
no estudo do comportamento de particdo dos fairmacos e da B-CD em sistemas solvente

orgénico/solucdo aquosa.

Inicialmente, pesava-se a massa necessaria para a preparacio de cerca de 10 mL de
solucdo de droga ou B-CD a 1,0 mM em cada um dos solventes mencionados. Em seguida,
promovia-se a solubilizacéio do composto sob agitagdo magnética (cerca de 100 rpm por 30
segundos). Quando nfio se observava a dissolu¢dio, as amostras eram submetidas a uma
etapa de sonicagdo em um banho do tipo ultra-sdnico & temperatura ambiente por 3
minutos. Caso 0 composto ainda se apresentasse insoliivel, aquecia-se em banho-maria por
cerca de 3 minutos a 60 °C. Ap6s serem realizados estes procedimentos, aguardava-se até
cerca de 12 horas para observar se havia algum tipo de precipitagdo. O composto era

considerado solivel quando, realizados estes testes, era obtida uma solugfo limpida e sem

residuos sélidos depositados.
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4.2.2.2 Determinacio dos coeficientes de parti¢iio dos firmacos e da B-CD

Os coeficientes de particdo foram determinados com base no protocolo
experimental descrito por MORAES (1996). Solugdes de farmacos e B-CD a 1mM foram
preparadas em tampdo HEPES (10mM)/NaCl (120 mM), pH 7.4.

Todas as solugdes foram aquecidas a 30°C por cerca de 10 minutos. A seguir, uma
aliquota de 2,5 mL de cada uma das solu¢des foi misturada em um tubo de ensaio a um
volume idéntico de n-Dodecano ou de 1-Octanol previamente saturado com &gua

desionizada, pré-equilibrados a 30°C.

Ap6s a mistura, os tubos de ensaio foram tampados e as amostras foram
homogeneizadas por inversdes repetidas (30 vezes). As amostras foram incubadas a 30°C
por 30 minutos, em repouso, com a finalidade de se assegurar uma boa separagéo de fases.
ApoOs a incubagfo as amostras foram, quando necessario, centrifugadas a 4.500 rpm por 3

minutos.

Amostras da fase aquosa ou da fase hidrofébica foram coletadas e as
concentracdes de agentes terapéuticos e B-CD foram determinadas por espectrofotometria
na fase onde o composto apresentava maior solubilidade. Em todas as situagGes, a
concentra¢dio dos compostos na fase complementar foi estimada como sendo a diferenca
entre a quantidade originalmente adicionada ao sistema e a quantidade determinada na fase
analisada. Calculou-se o coeficiente de particdo, P, como a razio entre as concentragdes do

composto na fase hidrofobica e na fase aquosa apds a incubagéo.

Todos os ensaios experimentais foram realizados, no minimo, em duplicata.

4.2.3 Preparacio e caracterizacio dos complexos de inclusio farmacos:p-CD

Os complexos de inclusdo dos farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e
Etambutol (Et) com B-CD foram preparados dissolvendo-se inicialmente os farmacos (1
mM) em 10 mL de tampdo salino (HEPES 10 mM/NaCl 120 mM). Em seguida, cada
solucdo de farmaco foi adicionada & solu¢&io de -CD (1 mM para Pz ¢ 1z, e, 2 € 4 mM para

Et) originando solugdes com razdes farmaco:p-CD da ordem de 1:1, 1:2 e 14,
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respectivamente. A partir dai, as solugdes foram mantidas sob agitagio em ambiente escuro
a 25°C por 48 horas. Decorrido este tempo, as amostras foram submetidas ao processo de
liofiliza¢8o e finalmente estocadas em dessecador. O procedimento experimental para a

preparacdo dos complexos de inclusdo esta representado na Figura 8.

- Preparacio dos complexos
Dissolucio de B-CD em farmaco:CD sob agitacio
soluciio tampio constante em ambiente escuro por
ca pa ? ] 48 horas a 25°C.
Adiciio do
. Congelamento
f. (——
armaco i da amestra

Complexo sélido brance ‘ Liofilizacdo da amostra
de farmaco: -CD congelada

Figura 8 — Representacio esquematica do procedimento experimental para a preparagéo dos

complexos de inclusfo farmaco: $-CD.

4.2.3.1 Caracterizaciio dos complexos de inclusio fairmaco:p-CD

Os complexos de inclusfo foram caracterizados em solucdo e em estado sélido. No
primeiro caso, os complexos foram analisados via espectrofotometria UV/visivel e
ressonincia magnética nuclear de prétons (‘H-NMR). Em estado solido, no entanto,
utilizou-se técnicas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e microscopia eletronica
de varredura (SEM).

Os testes de 'H-NMR e DSC foram realizados no Instituto de Quimica (IQ), ao
passo que, os testes de SEM foram feitos na Faculdade de Engenharia Mecénica, ambos da
UNICAMP. Os demais testes desta etapa foram desenvolvidos no Departamento de

Processos Biotecnologicos da Faculdade de Engenharia Quimica (DPB/FEQ) da
UNICAMP.
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a) Espectrofotometria UV/visivel

A técnica de espectrofotometria UV/visivel foi usada para o acompanhamento da

cinética de complexacgo dos farmacos Pirazinamida (Pz) e Isoniazida (I1z) em B-CD.

Solugdes contendo 1mM de farmaco, Pz e Iz, foram preparadas e adicionadas a
solucdo de B-CD (1, 4, 8 e 12 mM) sob agitacio a 25°C por 48 horas. Aliquotas de 1 mL
foram retiradas, diluidas e analisadas a 260 nm usando espectrofotémetro UV/visivel.
Como branco uma solucdo contendo B-CD na mesma concentracéo foi usada, uma vez que
as ciclodextrinas nfio apresentam absor¢do neste comprimento de onda. A incluséio do
farmaco na cavidade da ciclodextrina produz um aumento de intensidade de coeficiente
molar de extingdo de luz no sistema permitindo acompanhamento da cinética de formagéo

dos complexos de inclusdo pela medida de absorbéncia das solugdes em funcéo do tempo.

b) Ressonédncia magnética nuclear de prétons (' H-NMR)

A ressondncia magnética nuclear de prétons (‘"H-NMR) foi utilizada como técnica
auxiliar na confirmacio da complexacdo dos firmacos em solugfo, analisando-se o

deslocamento dos sinais referentes aos protons das ciclodextrinas e dos farmacos.

Espectros de ressonincia magnética nuclear de prétons (‘H-NMR) foram obtidos
usando INOVA 500 conectado a um computador Aspect 3000 a 30 + 1°C. A referéncia
interna nfo foi utilizada, uma vez que a possibilidade de complexa¢fo nio podia ser
descartada. Um padrdo externo (fosfato de sddio tribasico) dissolvido em agua deuterada

foi utilizado. Todas as amostras foram dissolvidas em 4gua deuterada.

¢) Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

No caso dos complexos em estado sdlido, a calorimetria diferencial de varredura

(DSC) foi utilizada na confirmagfo dos complexos de inclusgo.

Analises térmicas das amostras s6lidas, aproximadamente 3 mg, na forma de
termogramas de DSC, foram obtidos em aparelho de calorimetria diferencial de varredura

da Du Pont Instruments, modelo 910, acoplado a um computador 9900, também da Du
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Pont, sob as condi¢des: a) fluxo de argbnio a 100 mL/min.; b) varredura a 10°C/min.; ¢)

faixa de aquecimento de 30 a 300°C.

d) Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A morfologia dos farmacos, B-ciclodextrina e dos seus respectivos complexos de
inclusdo foi caracterizada por técnica de microscopia eletronica de varredura (SEM), apos
metalizacdo das amostras com ouro sob alto vacuo (1,3 - 10 mPa), utilizando microscopio
eletrobnico de varredura JEOL, modelo JIA - 840 com pulverizador catédico SCD 05
BAUTEC.

¢) Estudos de dissolucio em meio aquoso

Os estudos de dissolugdo de comprimidos contendo os farmacos livres e os
complexos de inclusdo foram conduzidos para avaliagio da biodisponibilidade dos

farmacos.

Comprimidos de cerca de 350 mg (faces retas 13 mm de didmetro) foram obtidos
por compressdo direta de determinada quantidade de farmacos livres ou dos respectivos
complexos a 1000 kgf/cm® de pressdo durante 30 segundos em prensa hidraulica da marca
SHIMADZU. Lactose, amido e estearato de magnésio foram utilizados como aditivos. A
composigio destes comprimidos € simplificada na Tabela 5 (MICARONI, 1994).

Tabela 5 - Composi¢@o dos comprimidos utilizados nos testes de dissolugio.

Composto Pirazinamida (mg) Isoniazida (mg)
farmaco - 10 - 10
farmaco:p-CD 92,2 - 82,8 -
lactose 180 180 180 180
amido 60 60 60 60
estearato de 30 30 30 30
magnésio
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Os perfis de dissolugdo dos comprimidos contendo o firmaco livre ou os
respectivos complexos de inclusdo foram obtidos utilizando um equipamento de dissolugdo
tipo USP XXI operado a 30 + 0,5°C. O solvente utilizado foi 4gua desionizada (200 mL) e

a velocidade de rotaggio foi de 100 rpm. Uma representagio esquemadtica do equipamento €

mostrada na Figura 9.
niralizado (*2
ce o {T2mm) haste
(¢ = 6 - 10,5 mm)
(:« 4—— velocidade
(25 - 150 t 4% rpm)
pontode , «——— excentricidade
amosira sem variacdes
1 1
frasco cilindrico com
fondo esférico «—
4 recipiente de
dissolucsio

posicéio do recipiente
3——* 2,5t 0,2 em)

N

Figura 9 - Representagdo esquemadtica do equipamento utilizado nos estudos de dissolugio

pelo método USP (Farmacopéia americana, 1985).

Aliquotas de 4 mL de solugdio foram retiradas em intervalos apropriados, em
seguida filtradas, e o volume retirado, imediatamente reposto com 4agua desionizada. As
amostras foram analisadas em func@io das concentragdes dos farmacos, pelo método
colorimétrico da ninhidrina para Pz e Iz usando espectrofotdmetro Cary/VARIAN, modelo
I-G/UV-visivel (HIRAGA & KINOSHITA, 1989).
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f) Ensaios de fotoestabilidade e estabilidade oxidativa

Solugdes aquosas dos farmacos livres ou encapsulados em B-CD (1 mM) foram
expostas a radiagio UV a 25°C durante 4 horas. As amostras (3 mL cada) foram colocadas
em cubetas de 1 x 1 x4 cm® (1 cm de caminho 6ptico) e a fotodegradagfio das amostras foi
monitorada por medidas de absorbincia a 260 nm e calculadas em termos de percentual

residual para cada solugéo.

A estabilidade dos complexos de incluso sob condi¢des oxidantes, foi avaliada
também por medidas de absorbincia apds dissolugdio em solug@io aquosa de perdxido de

hidrogénio 6% p/v e submetendo-se & luz natural por 48 horas.

4.2.4 Sintese do DMPE-PEG para modificaciio da superficie de lipossomas

A busca de preparagGes mais estaveis levou ao desenvolvimento de lipossomas
com a superficie modificada pela conjugagfio covalente de cadeias de polietilenoglicol
(PEG). Lipossomas modificados com PEG, designados como "Stealth", sfo capazes de
evitar a captura pelo sistema reticulo endotelial, € permanecerem na circulagdo por um
maior periodo de tempo, comparados aos lipossomas convencionais (ALLEN et al., 1991;
BLUME & CEVC, 1993). O polietilenoglicol, de peso molecular 2000, foi acoplado aos
lipossomas convencionais por meio do fosfolipidio DMPE, via rota quimica, usando

carbonildiimidazol (CDz) como agente de ligac&o.

O procedimento usado, baseou-se na patente americana 5.013.556 de 7 de maio de

1991, com modifica¢des introduzidas por RIBAS (1997).

A Figura 10 apresenta um esquema da rota catalitica de preparagdo do composto
derivatizado DMPE-PEG, usando carbonildiimidazol como agente de ligacéo e trietilamina

como catalisador.

A sintese é dividida em duas etapas: na primeira € feito o acoplamento do PEG ao
CDz obtendo-se o composto intermedidrio carbonildiimidazol-polietilenoglicol metil éter,
PEG-CDz. Na segunda etapa, o PEG-CDz € acoplado ao DMPE, pela perda de um dos
hidrogénios do grupo amina da molécula de DMPE, formando o composto desejado,

dimiristoilfosfatidiletanolamina de polietilenoglicol, designado como DMPE-PEG.
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/\ | /\
CH30(CH2CH20)nH + N I

N—C—N
PEG l
CH30(CH2CH20),—{"C"’N + NHo—PE
PEG-CD DMPE
(CZHS)aNl
TEA

[l
CH30(CH7 CHp 0)— C— NH—PE
DMPE-PEG

Figura 10 - Rota de sintese do DMPE-PEG.

4.2.4.1 Primeira etapa - formacgio do intermediario

Inicialmente o polietilenoglicol (PEGygg0) foi pesado em erlenmeyer com tampa

esmerilhada em quantidade correspondente a 0,5 mmol, purgando-se em seguida o frasco

com nitrogénio para diminuir o contato com o ar atmosférico para evitar a desativagéo do

carbonildiimidazol.

Para a reacdo, dissolveu-se o PEG,0 em benzeno a uma concentracio de cerca de

100 pmol/mL. Quando necessario, aqueceu-se a S0 °C para uma dissolu¢io mais efetiva. O

CDz foi pesado em frasco com tampa e previamente purgado com nitrogénio como no caso

anterior. Em seguida foi adicionado a solu¢do de PEG em benzeno. e o recipiente contendo

a mistura foi em seguida purgado com nitrogénio procedendo-se o aquecimento a 50 °C

para completa solubilizacdo do CDz.
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Esta mistura, na propor¢do molar de 1,1:1 de PEG:CDz, foi em seguida transferida
para microrreatores de vidro de parede grossa, com um volume 1til de aproximadamente
1,5 mL por frasco. Os reatores foram purgados com nitrogénio € levados a uma placa de
aquecimento a 75 °C por 16 horas, dispostos em um suporte metalico para uniformizar a
distribuicdo de calor. Apds 12 horas de reacfio, a mistura foi resfriada a temperatura

ambiente, e finalmente, estocada em refrigerador como solugio do intermediario PEG-CDz.

4.2.4.2 Segunda etapa - preparacgio do DMPE-PEG

Na segunda etapa da reagfio, transferiu-se a quantidade de intermediario
correspondente a 0,5 mmol para um baldo de fundo redondo de 50 mL acoplado a
evaporador rotatdrio, para a remog¢fo do solvente. Em seguida, adicionou-se a quantidade
desejada de DMPE, dissolvido previamente em cloroférmio, na propor¢éo molar de 2:1 de
intermedidrio ¢ DMPE, respectivamente. O cloroformio foi removido sob vidcuo em
evaporador rotatorio, sendo em seguida adicionados 2 ml de benzeno desidratado e
trietilamina (TEA) na propor¢do molar 1:1 de TEA:DMPE. A solugdo resultante foi
homogeneizada e transferida para reatores de parede grossa para que fosse efetuada a

segunda etapa da reagfio na placa térmica a 95 °C por 6 horas.

Apds o tempo de reacio, transferiu-se a mistura reacional para um baldo de fundo
redondo e removeu-se o solvente sob vicuo, adicionando-se em seguida 10 mL de
diclorometano. A solug@io resultante, contendo DMPE-PEG, DMPE ¢ PEG que nfo
reagiram, foi submetida ao processo de purificagdo.

4.2.4.3 Purificacao do DMPE-PEG

A purificacdo do DMPE-PEG foi feita por cromatografia em coluna de vidro
empacotada com silica-gel 60 com tamanho de particula de 0,063-0,200 mm (70-230 Mesh

ASTM); inicialmente lavada com diclorometano.

Para iniciar a purificagfo, aplicou-se lentamente a solu¢do de DMPE-PEG em

diclorometano no topo da coluna, de modo a permitir a formacio de uma banda bem
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definida, e em seguida iniciou-se a passagem do gradiente de solventes listados na Tabela
6.

Durante a passagem dos solventes pela coluna cromatografica foram coletadas
fracoes eluidas de aproximadamente 50 mL, as quais foram concentradas em evaporador
rotatério até um volume final de aproximadamente 5 mL. As fragdes concentradas foram
analisadas por cromatografia de camada delgada para a identificagio das fragGes contendo
o DMPE-PEG purificado.

As fragGes contendo 0 DMPE-PEG purificado foram entio misturadas em um
baldo e levadas ao evaporador rotatério, onde todo o solvente foi removido sob véacuo.
Adicionou-se 5 ml de benzeno no baldo obtendo-se neste ponto uma solugdo de DMPE-

PEG em benzeno a qual foi posteriormente liofilizada e estocada.

Tabela 6 - Gradiente de solventes usados na purificagdo do DMPE-PEG30o.

Volume (mL) Volume % de Volume % de metanol
diclorometano com 2% de acido acético
100 100 0
200 95 5
200 90 10
200 85 15
200 60 40

4.2.4.4 Caracterizacio do DMPE-PEG

A caracterizacio do DMPE-PEG foi feita por cromatografia de camada delgada
em fase reversa, comparando-se com as respectivas analises dos lipidios tomados como
padrdo, obtidos da Avanti Polar-Lipids Inc.

A cromatografia de camada delgada faz uso do fato de que o soluto na fase liquida
orginica (fase movel) tem diferencas de afinidade pela fase solida hidrofilica (fase
estaciondria). Diferentes lipidios percorrem diferentes distdncias com a passagem da fase

movel através do sdlido (NEW, 1990). Sua identificacio é baseada nas diferencas de
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velocidade com que eles percorrem a placa, que € expressa em termos da altura relativa
alcancada pelo lipidio, ou seja, a razfio entre a disténcia percorrida pelo fosfolipidio e a

distancia percorrida pela fase movel Rd.

As placas de cromatografia de camada delgada em fase reversa, usadas neste
trabalho, foram obtidas da Whatman (KC18 silica gel 60 A), no tamanho 10 x 10 cm, com

200 um de espessura de camada.

A eluicdo dos compostos na placa foi feita em cuba de vidro, com uma solugéo de
8 mL de etanol e 2 mL de 4gua. A cdmara foi inicialmente saturada pelo embebimento de
papel de filtro com a referida solugdo, deixando-a tampada por 15 minutos. Inicialmente
procedeu-se a limpeza da placa, com a elui¢fio apenas do solvente até 1 cm do topo da
placa. Em seguida a placa foi retirada e deixada em capela com exaustor ligado por 15

minutos para secar.

As amostras foram aplicadas na base da placa, em posi¢des previamente marcadas,
através de micro capilares (0,5; 1 e 2 uL). A placa foi novamente inserida na camara para
eluicdo das amostras com os solventes. Terminada a eluiggo, a placa foi colocada para secar
na capela por 15 minutos, sendo depois borrifada com iodo metalico diluido em alcool

etilico para a revelagéo das amostras.

4.2.5 Preparacio e caracterizacio dos compostos encapsulados em lipossomas

4.2.5.1 Preparacao dos lipossomas

A preparagédo dos lipossomas convencional e “Stealth” foi realizada pelo método da
hidratagdo do filme seco de lipidios (NEW, 1990; LASIC, 1992, 1993). Os farmacos
individuais na forma livre ou de complexo em B-CD, foram incorporados de forma passiva

no interior das vesiculas.

Os lipidios foram inicialmente pesados em balanca analitica, na composicdo
descrita na Tabela 7, de forma a se obter 10 mL de uma solucfo a 7,5 mM. Em seguida
transferiu-se para um baldo de fundo redondo de 50 mL, no qual adicionou-se 10 mL de
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uma solugdo de cloroférmio/metanol (9:1 v/v) para a solubilizacdo dos lipidios. A solugio
foi levada ao evaporador rotatério ART LAB, modelo Fisatom 802 com apenas a rotagéo
ligada (150 rpm) para homogeneizar a mistura por 5 minutos. A solugdio foi entfio
submetida a evaporacdo a vacuo com o balfo imerso em banho termostatizado inicialmente
a temperatura ambiente por 10 minutos e depois a 65 - 70°C por mais 15 minutos com a
mesma rotacdo. Desta forma, todo o solvente foi evaporado, havendo a formagéo de um
filme seco de lipidios sobre as paredes do baldo. Na etapa subsequente, o filme seco de
lipidios foi hidratado com um volume de 10 mL de solugéo tampéo HEPES (10 mM)/ NaCl
(120 mM) e pH 7,4 ou com 10 mL de solug@o do composto em tampdo HEPES (10 mM/
NaCl (120 mM) e pH 7.4, quando se desejava encapsular os compostos. A hidratacdo do
filme seco de lipidios foi feita por 30 minutos para os lipossomas convencionais por 1 hora
para os “Stealth”, e com temperatura acima da temperatura de transicéio dos fosfolipidios
para a obtencéo de uma bicamada mais estavel (65 - 70°C). Por este procedimento foram
obtidas vesiculas multilamelares de varios didmetros, sendo necessario um tratamento
posterior para torni-las unilamelares e com distribui¢do de tamanhos homogénea. As
vesiculas com os farmacos ou complexos eram ainda sonicadas por 30 minutos em banho
sonicador, modelo Bransonic 2200 da Bransonic e, finalmente deixadas em repouso por
cerca de 2 horas para atingirem o equilibrio. Posteriormente, as vesiculas foram submetidas

a extrusdo através de membranas de policarbonato com poros de 100 nm de didmetro.

A homogeneizacio das vesiculas foi feita em extrusora de ago inox modelo T. 001
da Lipex Biomembranes Inc., volume de 10 mL com camisa térmica para circulagio de
dgua. Foram utilizados um disco de drenagem e duas membranas de policarbonato Poretics
sobrepostas para extrus@o. A extrusora foi conectada a um cilindro de nitrogénio, equipado
com valvula redutora/reguladora de pressfo, para garantir a extrusdo das amostras & pressdo
constante de 10 kgflem’. Foram extrudadas amostras de 5 mL com 15 passagens pelas
membranas, a temperatura de 65°C, sendo que, para cada nova passagem, a amostra
permanecia em repouso por aproximadamente 3,5 minutos para que se atingisse o
equilibrio térmico (RIBAS, 1997).

Na Tabela 7 € apresentada a composiggo dos lipossomas preparados.
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Tabela 7 - Composicio dos lipossomas

LIPiDIO Abreviac¢ao Convencional = Modificado
% molar 3% PEGzom)
Distearoilfosfatidilcolina DSPC 40 34
Dimiristoilfosfatidiletanolamina DMPE 20 20
Colesterol Col. 40 43
Dimiristoilfosfatidiletanolamina/ DMPE-PEG 0 3
Polietilenoglicol

4.2.5.1.1 Remocao dos farmacos e B-CD néo encapsulados em lipossomas

Ap6s a encapsulacdo dos farmacos Pz, 1z e Et, e da B-CD nos lipossomas, testou-
se a separacdo dos compostos ndo incorporados nas vesiculas por duas metodologias
distintas: a) cromatografia de permeagfio em gel e, b) ultra-filtragdo. Ambos os métodos
baseiam-se na diferenca de tamanho dos compostos os quais se deseja separar (HARRIS &
ANGAL, 1989).

a) Remocio por cromatografia de permeacio em gel

Nestes ensaios, utilizou-se uma coluna de cromatografia de permeago em gel da
Sigma com dimensdes de 2,4 cm de didmetro e 40 cm de altura, que foi empacotada com

aproximadamente 180 mL de Gel Sepharose CL 6B.

Inicialmente a coluna foi pré-equilibrada pela passagem de 200 mL de tampio

HEPES (10 mM)/NaCl (120 mM) e pH 7.4. Em seguida, a coluna foi saturada com uma
amostra de lipossomas a 7,5 mM de lipidios.

Os ensaios consistiram em adicionar 2,5 mL de amostra sob elui¢do simultdnea do
tampdo. Durante o processo de separagfio, a coluna cromatografica foi conectada a um
coletor de fragdes modelo Bio-Rad 2110, onde coletou-se aliquotas de 4 mL
(aproximadamente 100 gotas) que posteriormente foram analisadas para determinacdo da

concentracéo de lipidios, farmacos e §-CD.
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b) Remocio por ultra-filtracio

A exemplo do método anterior, a separagdio por ultrafiltracdo foi utilizada para
remover os solutos ndo encapsulados de baixo peso molecular. Neste ensaio, utilizou-se
uma célula de ultra-filtracio da AMICON, modelo 50 com membrana de polietileno tipo
XM 50, com didmetro de corte 50.000 Da.

Para todos os ensaios, cerca de 3 mL de amostra contendo lipossomas e composto
no encapsulado foram adicionados a um volume de 50 mL de tampZo salino (HEPES 10
Mnyv/ NaCl 120 mM). As filtragSes eram feitas & pressdo de 1,5 kgf/em® usando nitrogénio.
Em cada ciclo eram retirados 40 mL de solugfio, € o volume completado a 50 mL com o
tampédo salino citado. A separagdo do material nfio encapsulado foi acompanhada por
medidas de absorbancia das solu¢des de filtrado. O processo foi interrompido quando a

concentragdo do farmaco no filtrado foi menor que 1% da concentrag#o inicial.

4.2.5.2 Caracterizac¢io dos lipossomas

Apds a remogéo do material nio encapsulado, os lipossomas foram caracterizados
quanto a: a) Concentracdo de lipidios; b) Concentragdo de material encapsulado; c)
Distribuicdio de tamanho e didmetro médio das vesiculas; d) Estabilidade das vesiculas em

tensoativo ndo-idnico C2Es; e, e) Estabilidade de estocagem dos lipossomas.

a) Concentracio de lipidios

A determinacfio da concentracfio de lipidios foi feita baseada no método de CHEN
et al. (1956) com modifica¢es introduzidas nos trabalhos do grupo (MORAES, 1996 ¢
RIBAS, 1997). O método consiste na oxidag&o com éacido sulfirico (H,SO,4) dos compostos
de carbono (a porg¢éo lipidica do fosfolipidio) a carbono elementar, que é transformado em
diéxido de carbono (CO,) pelo perdoxido de hidrogénio (H;O,). O fosfato livre €
transformado em ortofosfato, que forma um complexo com molibdato de amdnio. Quando
este complexo € reduzido pelo 4cido ascorbico hd o aparecimento da cor azul cuja
intensidade € proporcional a concentrac@io de fosfato na amostra. O mesmo procedimento é

feito para solugdes padrio com concentracio conhecida de fosfato (Na,HPO,4.7H,0 a 0,27,
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0,54; 1,07 e 2,68 mM), de lipidio (DSPC a 0,39; 0,78 e 1,95 mM) e para solucéo isenta de
fosfato (branco). A concentracéo de fosfato nas amostras é determinada a partir da curva de

calibragdo previamente construida.

O experimento foi conduzido da seguinte forma: inicialmente toda a vidraria foi
lavada com detergente livre de fosfato. Pipetou-se 100 pL. de solucdo em cada tubo de
ensaio (amostras, padrdes e branco) juntamente com 500 pl de acido sulfirico 10 N.
Adicionou-se duas esferas de vidro em cada tubo de ensaio para melhorar a distribuigéo de
calor durante o aquecimento. Os tubos foram colocados em suporte metélico e aquecidos
em placa térmica a 200 °C por 30 minutos. Retirou-se os tubos do aquecimento e apds
atingirem a temperatura ambiente, adicionou-se 165 pL de peréxido de hidrogénio isento
de fosfato, em cada um dos tubos, para serem aquecidos novamente a 200 °C por mais 30
minutos. A placa de aquecimento foi posicionada no interior de uma capela pois nesta etapa
hia formacdo de diéxido de carbono que deve ser retirado pelo exaustor. Apos o
aquecimento os tubos foram retirados e apds atingirem a temperatura ambiente adicionou-
se 4 mL de tampdo HEPES (10 mM)/NaCl (120 mM), pH 7,4, 500 uL de uma solucio de
molibdato ((NH4)sM07024.4H,0) e 500 pl. de uma solugdo 8% de &cido ascorbico
(CsHgOg). Os tubos foram aquecidos em édgua fervente por 7 minutos, promovendo o

aparecimento da cor azul, em seguida foram resfriados, ¢ a intensidade da cor medida

espectrofotometricamente a 750 nm.

A vpartir dos padrdes utilizados foi obtida uma curva de calibragio para a
determinacdo da concentragdo de fosfolipidios da amostra. A concentra¢gdo dos
fosfolipidios distearoilfosfatidilcolina (DSPC) e dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE)
foi calculada considerando que esses lipidios representam 60% da concentracdo total de

lipidios em lipossomas convencionais € 57% dos “Stealth”.

b) Concentracio dos firmacos encapsulados

Os farmacos encapsulados foram determinados a partir da concentragdo apds o
rompimento das vesiculas com etanol. No caso dos farmacos Pz e Iz nas formas livres ou

na forma de complexos em B-CD, as solucdes obtidas apds o rompimento das vesiculas
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eram adequadas para se fazer determinagles espectrofotométricas diretas, dado ao

coeficiente de extingdo molar alto desses compostos.

Para o caso particular do Et, trés métodos colorimétricos foram testados: azul de
bromotimol (STRAUSS & ERHARDT, 1970), acido picrico e diclorofenol indofenol
(MAHROUS, 1992), porém nenhum dos métodos mostrou sensibilidade para a
quantificacdo precisa, o que levou a utilizagdo de técnicas mais sofisticadas, como a de

eletroforese capilar e cromatografia gasosa.

A determinacgfo do Et por eletroforese capilar demonstrou sensibilidade apenas para
concentracdes da ordem de 10 mM, o que era inviavel para o processo. A partir dai, foi
feito um estudo minucioso da técnica de cromatografia gasosa e, mais uma vez, observou-
se que em termos quantitativos a determinacdo foi insatisfatoéria. Estas dificuldades
limitaram a utilizacdo do Et nos ensaios de encapsulagio, prosseguindo os experimentos

apenas com os farmacos Pz e Iz, e seus complexos em B-CD.

O método de rompimento das vesiculas com etanol consistiu em adicionar um
volume de 150 pL dos lipossomas encapsulando os compostos livres ou complexados em
B-CD a 1350 pL de etanol. Em seguida, as solucdes eram deixadas em repouso por duas
horas e, a partir dai, eram determinadas as absorbincias dos farmacos livres e dos seus
complexos. As determinacdes de Pz e Iz nas formas livres e complexadas em B-CD foram

feitas a 260 nm, sempre em duplicata.

A eficiéncia de encapsulacfio foi determinada pela relagdo percentual entre a razio
molar farmaco livre/lipidio ou farmaco:B-CD/lipidio (F ou F:B-CD/lipidio) final e inicial,

de acordo com a equacéo (2):

E =100 x ( (mOIGS FouF: B - CD/moles Llp.)  final } @

(moles FouF: 8 - CD/moles Lip. Jinicial
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¢) Distribuicio de tamanhos e diimetro médio das vesiculas

A distribuicdo de tamanhos e o didmetro médio das vesiculas foram determinados
por espectroscopia de espalhamento de luz de alta freqii€ncia obtida por incidéncia de raios
laser (“quasi-elastic light scattering”, QLS) em equipamento de detecg@io de espectro
Malven Autosizer modelo 4700. Esta técnica baseia-se na dependéncia das flutuacdes de
intensidade de espalhamento de luz em fungfio do tempo para a determinacgéio do coeficiente
de difusfio em solugdo diluida (FORD, 1985). Para particulas esféricas em movimento
Browniano, o raio hidrodindmico médio, Rh, pode ser determinado pela relagdo de Stokes-
Einstein, segundo a equacio (3):

kT

Rh= SDn ®

onde D o coeficiente de difusdo médio da vesicula, k é a constante de Boltzmann, T a

temperatura absoluta e p a viscosidade do solvente.

Alguns dos relatérios de andlise de tamanho e distribui¢do de particulas obtidas

neste trabalho sdo apresentados no Apéndice IV.

d) Estabilidade das vesiculas em tensoative nio-iénico C;2Es

A estabilidade dos lipossomas vazios ou associados aos farmacos (F ou F:B-CD) em
presenga do tensoativo nfo idnico CEs, foi determinada a partir das mudangas

conformacionais sofridas pelas vesiculas pela agdo do tensoativo, e monitoradas por meio

de medidas de turbidez total das solucGes a 340 nm.

As medidas de turbidez total das solu¢Ses foram feitas em placas de microtitulagio
de poliestireno (Corning Incorporation), com 96 pocos (200 uL) de fundo redondo a 340
nm usando leitora de placas do tipo Elisa “Microtiter plate reader”, modelo ELx808, da
Bio-Tek Instruments Inc. A aquisi¢@o dos dados foi feita 4 temperatura ambiente em estado

de pseudo-equilibrio, 2 horas apds o inicio da a¢do do tensoativo sobre as vesiculas, com
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agitagdo branda de trés segundos para homogeneizagéo antes da leitura. A cada um dos
pogcos da placa, foram adicionados 120 pL de solugdes estoque de tensoativo CjoEs de
diferentes concentragdes dissolvidos em tampdo salino HEPES (10 mM)/NaCl (120 mM),
pH 7.4, e 80 pL de lipossomas a 2,5 mM, de forma que ap6s a mistura, a concentracéo final
de lipidio fosse 1 mM em 200 pL. As solugdes estoque de tensoativo foram preparadas de
forma que ap6s a mistura fossem obtidas porcentagens na faixa de 3 a 96%. A porcentagem
de tensoativo nas solugfes foi definida como sendo a razio entre o nimero de moles de

tensoativo € o numero de moles total de lipidios da solucfo, conforme equacio (4)
(MORAES, 1996; RIBAS, 1997, STEFFEN, 1993):

. moles Tensoativo
% Tensoativo = - — x 100 4
moles Tensoativo + moles Lip.

As amostras foram preparadas em triplicata e distribuidas na placa. Os valores
médios de absorbancias foram subtraidos das solucdes de mesma concentragiio de
tensoativo, isenta de lipossomas (brancos). Os brancos (br) foram constituidos por 120 pL
de tensoativo e 80 pL de solugfio de farmaco livre ou do complexo farmaco:B-CD em

substitui¢dio aos 80 pL de solucdo de lipossomas.

Os resultados foram analisados em termos dos perfis de absorbancia em funcdo da

concentracdo do tensoativo.

¢) Estabilidade 2 estocagem dos lipossomas

Lipossomas estocados a 5°C na forma de suspensdo aquosa tiveram suas
estabilidades avaliadas ap6s quatro, oito e doze semanas por meio de medidas do didmetro
médio das vesiculas. A manutengéo do didmetro indica que a dispersdo permanece estavel
sem agregacdo das vesiculas tanto para os sistemas convencionais como para os de
superficie modificada com 3% PEG.
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4.2.6 Testes de hemolise induzida dos firmacos e dos complexos com B-CD

Os testes de hemolise foram realizados no Laboratério de Biomembranas, do
Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia da UNICAMP. Os ensaios foram feitos
com suspensdo de eritrocitos de rato, com os farmacos nas suas formas livres e

encapsulados em B-CD.

a) Preparo da suspensio de eritroécitos

A suspensdio de eritrocitos foi preparada segundo protocolo descrito por
MALHEIROS et al. (1998). Utilizou-se ratos Wistar isogénicos com idade de 90 dias
obtidos do Biotério Central da UNICAMP, alimentados com ragfio padrdo, agua ad
libidum, e submetidos a jejum 18 horas antes dos experimentos. A coleta do sangue foi feita
por puncdo cardiaca em solugfio anticoagulante Alsiver (citrato de sodio 0,027 M, NaCl
0,072 M, glicose 0,114 M e acido citrico 2,6 mM). As amostras foram centrifugadas 700 xg
por 10 minutos a 4°C. O plasma, células da série branca e gorduras, foram removidas por
aspiragio. As células vermelhas foram suspensas em PBS 5 mM (NaH,PO; 2 mM,
Na,HPO, 3mM e NaCl 0,154 M), pH 7.4, tamp3do de osmolaridade e pH fisiolégico, sendo
novamente centrifugadas nas mesmas condi¢cGes. Apds trés repeticGes consecutivas desse
processo, obteve-se o concentrado de hemaceas que foi mantido sob refrigeragéio (4 °C) e

usado em até dois dias.

b) Testes hemoliticos

A determinac@io da resisténcia a hemoélise (meio isotonico) foi feita incubando-se
as suspensoes de eritrocitos em solugdo isosmdtica (PBS) com diferentes concentragdes de
farmacos, B-CD e dos respectivos complexos. Apos a incubagdo, as amostras foram

centrifugadas por 2 minutos a 1500 xg e a concentra¢do de hemoglobina no sobrenadante

foi determinada espectrofotometricamente a 540 nm.

O efeito hemolitico medido como percentual relativo de hemolise (%HE) pode ser
determinado com base na liberagéio da hemoglobina no sobrenadante para todos os sistemas

de acordo com a equacdo (5):
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Az-Acl
o = 5
7o HE Ac-Aa )

onde: A,, A. e A, s3o respectivamente as absorbdncias da amostra e dos controles C;
(eritrécitos em tampéo, controle de hemolise mecanico) e C; (eritrocitos em H;O, controle
de 100% de hemolise) a 540 nm.

4.2.7 Suscetibilidade bacteriana as formulacées em B-CD e lipossomas.

Os testes de suscetibilidade bacteriana de Adycobacterium tuberculosis foram
realizados no Laboratério de Microbiologia da Divisdo de Patologia Clinica, Hospital das
Clinicas da UNICAMP.

Foram usadas trés cepas do Mycobacterium tuberculosis isoladas de pacientes
atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP, catalogados como 315/98, 549/98 e
2087/98. Os farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e Etambutol (Et) foram avaliados
utilizando-se o método indireto de suscetibilidade de farmaco a partir de subculturas de trés
culturas primérias como inoéculo (VESPAL, 1981; STRONG, 1981). O objetivo deste
ensaio foi comparar o crescimento das linhagens na presenga dos farmacos nas formas livre

ou complexada em B-CD e encapsulada em lipossomas.

a) Preparacio do inéculo

Inicialmente o meio de cultura foi preparado adicionando-se 1 mL de Tween 80
em 50 mL de agua destilada. A solugdo foi entdo autoclavada por 15 minutos a 121 °C, e
finalmente, adicionou-se 2,5g de albumina bovina (BSA) (solugio A). Para a preparacdo
dos trés inoculos estoque, 10 mL/tubo do meio de cultura (solugdo A) foi distribuido em
tubos de ensaio (1 tubo por cepa) e, a partir dai, transferiu-se uma porgdo representativa de
trés linhagens distintas do Mpycobacterium tuberculosis e incubou-se por 7 dias. A
concentragdo inicial das cepas foi acompanhada por medidas de turbidez a partir do método
de McFarland n® 1 (HAWKINS et al., 1991). Decorrido o tempo de incubagio, o indculo
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foi diluido em agua destilada estéril (diluicdes: 107 e 10°) para finalmente ser adicionado

aos meios contendo os farmacos e os respectivos complexos.

Os resultados foram expressos em termos de percentagem de resisténcia,
calculados como a razdo multiplicada por 100, entre o nimero de coldnias/mL presentes
nos tubos contendo os farmacos livres, complexados em B-CD, ou encapsulados em
lipossomas, e o numero de colOnias nos tubos de controle. Alta resisténcia foi caracterizada
quando o numero de col6nias foi maior ou aproximadamente 100 e, alta sensibilidade

quando o nimero de colonias foi menor que cinco.

b) Preparacio dos firmacos e dos complexos

Os farmacos testados foram Pz, Iz e Et, os respectivos complexos com 3-CD, e as
preparagdes Pz e 1z em lipossomas convencional e “Stealth”. Todas as preparagGes foram
esterilizadas por filtracio com membrana filtrante de 0,22 um (Millipore) antes de serem
adicionadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio Loweistein-Jensen. As
concentragOes finais dos farmacos livres e dos respectivos complexos foram
respectivamente: Pz (20 pg/mL), 1z (1 pg/mL) e Et (4 mg/mL); as razGes molares para os
complexos farmaco:B-CD foram da ordem de 1:1 para Pz e Iz, e 1:4 para Et. Para as
preparagbes em lipossomas os farmacos testados foram Pz e Iz, cujas razdes finais
farmaco/lipidio era proporcional as concentragaeé dos farmacos livres. Para cada farmaco
ou complexo, foram utilizados no minimo duplicatas de ensaio, € o material utilizado
(tubos de ensaio, ponteiras, pipetas, etc.) foi previamente esterilizado. A parte pratica do

experimento foi realizada em capela de seguranga biolégica BII.

.....

Essas concentragbes de farmacos foram selecionadas com base na faixa inibitoria

sugerida pelo método, onde tomou-se como referéncia os valores intermedidrios de cada

.....

e Et em meio Lowenstein-Jensen (VESPAL, 1981)
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.....

Lowenstein-Jensen (adaptado de VESPAL, 1981).

Meio
Farmaco Lowenstein-Jensen (j1g/mL)
Pz 18-22
Iz 0,05-1,5
Et 2,0-6,0

c¢) Preparacio do meio de cultura

O meio de Loéwenstein-Jensen (L-J) desidratado foi obtido comercialmente e
preparado segundo as especificagdes do fabricante e esterilizado & temperatura de 121°C
durante 15 minutos, em baldes de vidro de 2000mL. Apés o resfriamento a 50°C, foi
adicionado asseticamente 1000mL de uma suspensdo de ovos inteiros. Os ovos foram
obtidos de fornecedores que ndo utilizam hormOnios e antibiticos como elementos da
ragdo. Os ovos foram lavados um a um por escovagdo com agua e sabdo, enxaguados em
4gua corrente e imersos em alcool 70% durante 15 minutos. A suspensdo de ovos foi
filtrada em gaze estéril. Para acrescentar os famacos livres e os respectivos complexos em
B-CD, lipossoma convencional e “Stealth” previamente preparados nas concentracdes
desejadas e esterilizados por filtragio, foram misturados ao meio de cultura com auxilio de
uma micropipeta. O momento ideal de se misturar os fairmacos ao meio de cultura € apos a
mistura da suspensio de ovos. A suspensdo foi homogeneizada por agitagdo em batedeira

doméstica, com as pas esterilizadas.

Em seguida foram distribuidas em aliquotas de 8mL de meio em tubos de ensaio
de vidro de 15 x 150 mm, estéreis e colocados no inpinssador (banho de areia com
temperatura controlada) a temperatura timida de 85°C durante 50 minutos. Apds o controle
de qualidade, os meios foram utilizados.

Para a prova de suscetibilidade aos tuberculostéticos foi usada a metodologia do
método indireto das proporgoes (CANETTI & GROSSET, 1964)
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Para determinar a propor¢do de resisténcia, foi usado o nimero de colOnias
maduras do controle (L-J sem farmacos) e o numero de coldnias maduras do meio contendo

farmacos. O inoculo foi preparado a partir do crescimento em solido L-J:
a . Remover aproximadamente 2 - Smg do crescimento bacteriano em meio L-J;

b. Transferir para um tubo de ensaio estéril de 16 x 125 mm com tampa de rosca contendo

6 a 8 pérolas de vidro de 1-2 mm de didmetro e 3 mL de meio liquido de Tween-albumina;
¢. Homogeneizar os tubos em vortex de 1 a 2 minutos;

d. Deixar o tubo em repouso para que as particulas se sedimentem. Remover o
sobrenadante e ajustar a densidade aproximadamente ao tubo n°.1 da escala de MacFarland,

com agua destilada estéril ou salina;
e. Fazer as diluigdes 10° e 10”° com o inéculo em agua destilada ou salina estéreis;

d. Com pipeta Pasteur de 1 mL estéril e descartavel, inocular trés gotas do inoculo diluido

nos controles e nos tubos com os farmacos.

e. Fazer movimentos circulares para que o inoéculo se espalhe pela superficie do meio de
cultura;

f. Incubar a 35 - 37 °C.
g. Fazer a leitura apos 3 semanas;

h. Contar o nimero de colonias em todos os tubos e fazer o calculo da resisténcia como

descrito anteriormente.

4.2.8 Estudo de liberacdo des farmacos in vitro nos virios tipos de lipossomas

A liberagdo da Pz, 1z e dos respectivos complexos em B-CD foi estudada pela
imersdo dos compostos em solugdo. A forca motriz para a liberagio € a diluigio produzida
pelo meio ao qual os lipossomas sdo expostos. O procedimento experimental e analise dos
dados baseou-se no trabalho de SAVOLAINEN et al. (1997).
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Para os experimentos de liberagdo dos farmacos livre ou complexados em §-CD,
aliquotas de 3 mL de suspensio farmaco:lipossoma ou complexo:lipossoma, foram

colocadas em bolsas de dialise Inlab (tipo envelope), com didmetro de corte de 20 kDa.

As membranas foram previamente colocadas em agua fervente por 30 minutos.
Apds o término da hidratagdo, as membranas tiveram uma de suas extremidades fechadas.
Adicionou-se 3,0 mL de amostra e fechou-se o outro extremo do envelope, que foi entdo
submerso em erlenmeyer contendo um volume de tamp&o que variou de 10 ou 100 vezes o
volume da amostra, dependendo da raziio (F/L) inicial para ndo ocorrer saturagdo da
solugdo. Em seguida o frasco contendo a amostra em tampdo foi imerso em banho
termostatizado a 37 °C. Com a finalidade de homogeneizar o meio de dialise, os frascos
foram agitados a 100 rpm. A liberagdo do composto encapsulado foi monitorada em tempos
apropriados. O percentual de liberagfio foi calculado pela equagéo (6).

% liberagdo = (Abs /Abs i) x 100 ©)

onde: Abst : Absorbancia no tempo t
Abs m: Absorbincia méaxima obtida ap6s o rompimento da vesicula com etanol.

Os resultados experimentais para a liberagdo dos farmacos foram analisados
considerando o modelo difusivo do composto no interior de esferas sélidas, representado

pelos lipossomas, cujo detalhamento matematico é apresentado no Apéndice L

A partir do modelo de encapsulacio desenvolvido, necessita-se de um modelo de
ajuste dos dados experimentais. Ao invés de se utilizar o método convencional dos minimos
quadrados, que atribui todo o erro a variavel dependente e n3o considera a influéncia das
incertezas das medidas experimentais, optou-se pela utilizagdo do método da maxima
verossimilhanca.
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4.2.9 Determinacio dos parimetros do modelo de encapsulacio utilizando-se o método

da maxima verossimilhanca.

A obtengdo dos pardmetros a partir do método da maxima verossimithanga segue o
modelo descrito a seguir.

Dado um conjunto de N pontos experimentais (X;, Y;,), que se supde ser
representado por um modelo do tipo F(x,y;a,,...,a,)=0, o objetivo do método € a
determinagdo dos pardmetros @; do modelo bem como os valores médios de xiey:.
Assume-se que tanto a varidvel dependente como a independente estfio sujeitas a erros

experimentais de distribuico Normal e desvio padrdo (5, ,5, ).

O ajuste ¢ feito pela mimimizacio da fungio S dada pelas equagdes (7) a (10):

1 1 . .
S::—?:Z[W,qsi_ +Wnsf,i]=—2-Z[Wxi (X, -x) +W, (¥, - »)’] =minimo  (7)
i=1 i=l

W= i=1..N g
w==r =L, ®

xx

— 1 g ——

W,=—  i=1..N ©

2
F(x,,y;a,,..,a,)=0 i=1,.,N (10)

A minimizacio da fungdo S, sujeita a N restricdes F = 0, requer o uso de

multiplicadores de Lagrange A, (equactes 11-14):

&) & oF,
— i+ ) A4—L1=0 i=1,.,P 11
e o
F(x,,y;a,,.,a,)=0 i=1,..,N (12)
as oF,
— I+ A —1=0 i=1,...
[ax} , [axj =LoN (13)
oS OF,
= l+4-|—|=0 i=1,..,N 14
e =
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Considerando S independente (explicitamente) dos parimetros a; (( as ]z 0} e
i

considerando que cada ponto (x;, y;) é independente dos demais ((25_ }= {_6_5_ )20 i H), o

&) \ &

sistema de equagdes (11 - 14) toma a forma:

¥ oF,
A4=—L1=0 =1,.., P 15
24 [ aa]) J (15)
F(xi, y;;m,....,ar) =0 i=1..,.N (16)
~ Wu(Y: "‘yi)‘i‘;\.i.[?!i):o i=1L.,N arn
oy
—Wa( X — x:) + 7\.1(%?-) =0 i=L. N (18)

O sistema de equagdes (15 - 18) para o caso de modelos pode ser colocado na

forma explicita, F(x, y;a,...,ar) =y — f(x;a,...,ar) =0, reescritas tomam a forma:

s | Lo s

z_‘;xi (an«O j=L..,P (19)
Yi— f(xa,...,ar) i=L..,N (20)
&i— 2 yAi=0 i=1.. N 2n
€+ x?\.{gi—) =0 i=L...N (22)

O sistema de equagOes para a determinagdo de fungdes implicitas em relagdo aos
pardmetros (egs. 15 - 18) ou explicitas em relagdo aos pardmetros (19 - 22) sempre leva a
resolucdo de um sistema de equacgdes ndo linear, nem que o modelo seja tdo simples como
uma reta que contenha apenas o coeficiente angular como pardmetro a ser determinado.
Maiores detalhes para a determinacio dos parimetros podem ser encontrados em
DRAPPER (1981).
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CAPITULOV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de melhor orientar o leitor, os Resultados e Discussdo serfio
apresentados em 4 sessdes, cada uma das quais antecedida de uma tabela que localiza os
ensaios realizados, os itens onde descreveu-se a metodologia utilizada e os resultados

obtidos.
As sessOes descritas serfio as seguintes:

5.1 Complexacio dos farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e Etambutol
(Et) em B-ciclodextrinas (B-CD);

5.2 Encapsulac@o e liberacdo dos farmacos Pz e Iz em lipossomas;
5.3 Associagio dos complexos farmacos:B-CD com lipossomas;

5.4 Testes in vitro de hemodlise celular e atividade antimicobacteriana.
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5.1 Complexaciio dos farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e Etambutol (Et) em
B-ciclodextrinas (B-CD)

A complexacio dos farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (1z) e Etambutol (Et)
em B-ciclodextrinas (B-CD) foi estudada conforme disposi¢do dos ensaios apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9 - Disposicdo geral dos ensaios realizados para o estudo da complexacédo de Pz, Iz

e Et em B-CD.
ENSAIOS REALIZADOS APRESENTACAO DO ENSAIO NO ITEM

Predicio teérica da encapsulacio dos Metodologia - 4.2.1
farmacos em B-CD Resultados -5.1.1
Caracterizacio dos fairmacos e da p-CD Metodologia - 4.2.2

Resultados -5.1.2
Caracterizacio dos complexos de Metodologia - 4.2.3
inclusio fairmaco:B-CD Resultados -5.1.3

5.1.1 Predicéo teérica da encapsulacio dos fairmacos em pB-Ciclodextrina

Antes da realizagdo dos experimentos de corilplexac;ﬁo foi feita uma predicdo tedrica
da capacidade das ciclodextrinas dos tipos a-, - € y-CD em formar os complexos de
inclusdo com os farmacos Pz, Iz e Et. Essa predic8o tedrica foi feita pela comparacdo entre

os tamanhos equivalentes dos firmacos e as dimensdes da cavidade das ciclodextrinas
obtidas de dados da literatura (SZEJTLI, 1988).

Inicialmente determinou-se o didmetro de cada estrutura molecular como se fosse
esférica, obtendo-se tamanhos superiores a cavidade das ciclodextrinas. A partir dai,
decidiu-se por determinar o tamanho equivalente das partes mais hidrofobicas das
estruturas as quais seriam as por¢des mais propensas a inclusio na cavidade das
ciclodextrinas. O comprimento equivalente foi definido como sendo a disténcia equatorial

dos protons constituintes dos grupamentos mais hidrofobicos. Desse modo, para o
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Etambutol considerou-se o grupamento CH,CHCH,OH, e o anel aromatico para a
Pirazinamida e Isoniazida.
Na Tabela 10 sdio apresentados os comprimentos equivalentes obtidos para os

farmacos e as dimensdes da cavidade das ciclodextrinas.

Tabela 10 — Comprimentos equivalentes dos farmacos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e
Etambutol (Et) e as dimensdes da cavidade das ciclodextrinas (SZEJTLI, 1988).

Farmaco Comprimento equivalente | Ciclodextrinas Dimensdo da cavidade
(nm) (um)
Pz 0,627 o 0,47 -0,57
Iz 0,613 B 0,60 - 0,78
Et 0,561 ' 0,75 -0,95

Comparando os valores apresentados na Tabela 10, pode-se predizer, com base no
ajuste geométrico, que a B-CD apresenta a melhor capacidade para inclusdo das porcdes

mais hidrofébicas dos firmacos Pz, Iz e Et.

A Figura 11 mostra as provaveis estruturas dos complexos de inclusdo dos firmacos
em B-CD.
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Figura 11 — Estruturas propostas para os complexos de inclusdo: Pirazinamida (a),

Isoniazida (b) e Etambutol (c) em B-Ciclodextrina.

5.1.2 Caracterizacéo dos fairmacos e da B-CD

5.1.2.1 Solubilidade em meios aquosos

A solubilidade dos compostos Pz Iz, Et e B-CD, foi determinada a 25°C em
solugdo tampdio HEPES/NaCL (10 mM/120 mM), pH 7,4 e &agua desionizada como

referéncia. Esse meio aquoso foi usado nas preparagdes dos complexos de inclusdo em -

CD e posteriormente na preparagio de lipossomas. A Tabela 11 mostra os valores de

solubilidade obtidos.

Tabela 11 — Solubilidade dos farmacos e da B-CD em meios aquosos a 25°C.

Meio Solubilidade em g/100 mL
Pz Iz Et B-CD
Agua desionizada de pureza Milli-Q 2,65 14 85 1,85
Tampao HEPES 10 mM)/NaCL (120 mM), pH 7.4 1,16 12 85 1,83
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Os resultados obtidos foram semelhantes aos apresentados na literatura para a Pz,

Iz e Et (FLOREY, 1976, 1977, 1978) e paraa B-CD (SZEJTLI, 1988).

5.1.2.2 Coeficientes de particio em sistemas hidrofébico/hidrofilico

O conhecimento do comportamento de parti¢do dos farmacos Pz, Iz ¢ Et e da -
CD em sistemas hidrofobico/hidrofilico, permite predizer a sua capacidade de complexacéo
em ciclodextrinas, bem como a sua localizagio mais provavel na estrutura dos lipossomas.
No primeiro caso, o meio hidrofébico representa a cavidade das ciclodextrinas, enquanto

para os lipossomas representa a bicamada lipidica.

Como fase hidrofobica foram wusados os solventes orgénicos 1-Octanol ou n-
Dodecano, e como fase hidrofilica a solugdo tampdo HEPES/NaCl 120 mM/10 mM, pH
7,4. Para todos os casos, a concentracdo inicial dos farmacos € B-CD foi da ordem de 1
mM;

A Tabela 12 apresenta os valores das concentra¢des obtidas nas fases orgénicas e
aquosa, bem como os coeficientes de particéio para os compostos Pz, Iz e f-CD. No caso do

Etambutol, a determinacfio ndo foi possivel devido a ndo disponibilidade de métodos de

analise suficientemente sensiveis.

Os resultados mostram que para os dois sistemas hidrofobico/hidrofilico usados, o
acimulo tanto dos farmacos Pz e 1z quanto da B-CD, ocorre quase que exclusivamente na
fase aquosa. Os baixos valores dos coeficientes de particdo obtidos indicam o carater
predominantemente hidrofilico dos compostos. Para os farmacos Pz e Iz os resultados
foram semelhantes aos obtidos por JUSTO (1999) para os mesmos sistemas. Comparando
com os resultados de FLOREY (1976 e 1977), para os sistemas n-butanol/dgua e n-

octanol/agua, confirma-se o carater predominantemente hidofilico para a 1z e Pz no sistema

p-octanol/agua.
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Tabela 12 — Coeficientes de parti¢éo (P) dos compostos Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e
B-ciclodextrina (B-CD) em sistemas 1-octanol ou n-dodecano/solugéo tampao
HEPES 10 mM/NaCL 120 mM, pH 7,4.

Solvente C# (mM) Cf (mM) P Log P

Composto Organico
1-Octanol 0,230 0,770 0,298 -0,52
Pz n-Dodecano 0,009 0,991 0,009 -2,04
1-Octanol 0,135 0,865 0,156 -0,80
Iz n-Dodecano 0,015 0,985 0,015 -1,82
1-Octanol 0,260 0,740 0,351 -0,45
B-CD n-Dodecano 0,102 0,898 0,111 -0,96

C¢ — Concentrag#o final dos compostos na fase orgénica ..
p= Conc. fase orgénica

C, — Concentragfo final dos compostos na fase aquosa Conc. fase aquosa

Com base nestes resultados pode-se predizer que a complexac@io dos farmacos em
B-CD pode ser feita no meio aquoso tamponado em questio, e que os anéis aromaticos da
Pz e Iz sfo as por¢Ges das moléculas mais propensas a inclusfo na cavidade da B-CD, tal
como as estruturas propostas na Figura 11. Para o caso da associagdo com lipossomas,
esses resultados sugerem que o método passivo com os farmacos ou seus complexos em f3-
CD solubilizados na solu¢do de hidratacio constitui técnica adequada, e que a mais
provavel localiza¢do dos compostos € nos meios aquosos da estrutura dos lipossomas (no

interior € na superficie).

5.1.3 Caracterizaciio dos complexos de inclusiio fairmaco:B-CD

Os complexos de inclus@io foram caracterizados em solugdio ¢ em estado sélido
para identificacdo da capacidade hospedeira da B-CD para os firmacos Pz, 1z e Et. Em
solucdo, os complexos foram analisados por espectrofotometria UV/visivel e ressonincia
magnética nuclear de prétons (‘"H-NMR), e em estado solido utilizou-se as técnicas de

calorimetria diferencial de varredura (DSC) e microscopia eletronica de varredura (SEM).
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5.1.3.1 Ressonincia magnética nuclear de protons (‘H-NMR)

A técnica de ressondncia magnética nuclear de prétons (‘H-NMR) foi utilizada
como auxiliar na caracterizagdo dos complexos de incluséo em solugdo, por meio da andlise
dos deslocamentos de sinais referentes aos protons dos compostos em questdio (WOOD,

1977, DJEDAINE & PERLY, 1990; LOUKAS et al., 1995; NISHIJO et al., 1995, 1997).

Devido ao campo magnético gerado pelas estruturas, os complexos de inclusio
Pz:B-CD, 1z:B-CD e Et:B-CD sdo particularmente suscetiveis & detec¢@io por ressonincia
magnética nuclear de prétons (‘H-NMR). A B-CD possui grupos hidroxilas primérios e
secundarios nas regides terminais da estrutura toroidal. Os prétons H-3 e H-5 sdo
direcionados para o interior da cavidade da molécula, enquanto H-1, H-2 e H-4 estfo
localizados no seu exterior (Figura 12). Desta forma, € esperado que se a inclusdo ocorrer,
os protons localizados no interior da cavidade, ou seja, H-3 e H-5 ou préximo a ela (H-6),
devam ser deslocados. Alternativamente, se a associagdo ocorrer no exterior da estrutura

toroidal, H-1, H-2 e/ou H-4 devem ser afetados.

Figura 12 - Estrutura da B-ciclodextrina e seus prOtons nas respectivas posi¢des de
blindagem.

Na Tabela 13, sdo apresentados os resultados obtidos para o deslocamento quimico
dos sinais dos prétons das solugdes de B-CD isolada e em mistura com os farmacos. Os

espectros obtidos sdo mostrados no Apéndice II.
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O efeito da complexagio nos sinais obtidos dos espectros de 'H-NMR de alta
resolugdo da B-CD em é4gua D,O pela adicdo de Pz, Iz e Et € evidente. Para o complexo
Pz:B-CD o sinal de H-5, cuja multiplicidade nfo € diretamente observada nos espectros, é
deslocado de sua posicdo inicial para campos mais altos. Os sinais restantes, néo sofrem
deslocamentos significativos. Para o complexo Iz:3-CD, o deslocamento dos sinais para
campos mais altos de H-3, H-5 e H-6 s3o claramente observados nos espectros, o que nio
se observa com os outros sinais da estrutura toroidal. No caso especifico do espectro da B-
CD pela formacgdo do complexo de inclusio com Et, percebe-se apenas um pequeno
deslocamento nos prétons H-3 e H-5, sugerindo um encapsulamento parcial. Esses
resultados indicam também uma maior interacdo entre a Iz e a cavidade da fB-CD,
comparada aos farmacos Pz e Et, sugerindo a produgio de complexo mais estavel entre 1z
e B-CD.

Tabela 13 - Deslocamento quimico dos sinais de prétons da B-CD e das solugdes de

Pirazinamida (Pz), Isoniazida (Iz) e Etambutol (Et) em B-Ciclodextrina ($-CD).

&

Préton B-CD (livre) Pz:-CD 1z:B-CD Et:B-CD
H1 4,873 4,876 4,881 4,878
H2 3,463 3,464 3,463 3,472
H3 3,756 3,764 3,738* 3,738*
H4 3,384 3,390 3,390 3,385
H5 3,653 3,611* 3,591* 3,641*
H6 3,675 3,679 3,611* 3,681

*3 protons alterados
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Figura 13 - Estruturas dos fairmacos Pirazinamida (a), Isoniazida (b) ¢ Etambutol (c) e seus

proétons nas respectivas posicoes de deslocamento.

Os sinais referentes aos farmacos livres € em mistura com B-CD sdo apresentados
na Tabela 14. A comparacfo entre a intensidade dos sinais também evidencia a formacéo

dos complexos de inclusfo para os trés farmacos Pz, 1z e Et.

As estruturas quimicas dos compostos Pz, Iz e Et, e os deslocamentos quimicos
apresentados sugerem que para a Pz e Iz hid a formac¢do de complexos de inclusio
verdadeiros, nos quais os seus anéis aromaticos localizam-se no interior da cavidade da -
ciclodextrina e a nuvem aromética ®1 provavelmente € a responsavel pela blindagem dos
proétons das estruturas. Para o Et o deslocamento observado nos prétons H-3, H-4, H-5, H-6
e H-7 do complexo em relagio ao farmaco livre, € no préton H-5 da B-CD, sugere a
formacgdo parcial do complexo Et:B-CD provavelmente por interagdes especificas, como
por exemplo, pela formagfio de pontes de hidrogénio entre os prétons H-3 e/ou H-5 da B-

CD com os grupamentos hidroxila do farmaco.
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Tabela 14 - Deslocamento quimico dos sinais de prétons dos farmacos livres e

complexados em B-CD.

Préton O (Pirazinamida - Pz)

Pz (livre) Pz:-CD
HI’ 8,950 8,985*
H2’ 8,529 8,552*
H3’ 8,586 8,605%
H4’ 4,626 4,605

O (Isoniazida - 1z)

1z (livre) 1z:B-CD
HY’ 8,392 8,495%
H2’ 7,401 7,514*
H3’ 4,580 4,550

3 (Etambutol - Et)

Et (livre) Et:B-CD
HY’ 0,806 0,791
H2’ 1,540 1,543
H3’ 3,117 3,277*
H4 3,345 3,426*
HS’ 3,345 3,426*
He6’ 3,607 3,652%
H7 3,713 3,768*

*3 prétons alterados

5.1.3.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A técnica de calorimetria diferencial de varredura foi utilizada para caracterizagio
e quantificac@o preliminar dos complexos de inclusdo em estado sélido. Varios trabalhos
encontrados na literatura (LIN & KAO, 1989; ACERBI et al., 1990) tém destacado essa
técnica como a mais apropriada para essa finalidade. Segundo SZEJTLI (1988) porém, uma
observagdo deve ser ressaltada: as ciclodextrinas ndo apresentam ponto de fusdo definido e

acima de 200°C comecam a se decompor. As propriedades termoanaliticas observadas
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dependem de pelo menos quatro fatores: teor de dgua, da estrutura cristalina, taxa de
aquecimento e atmosfera gasosa dos ensaios. Os termogramas de DSC representam
medidas das taxas de calor envolvidas e absorvidas pela amostra durante um aquecimento
programado. Em geral a complexacdo € verificada pelo desaparecimento do pico
endotérmico caracteristico da molécula encapsulada. Esse desaparecimento pode ser
atribuido ao estado amorfo, a formagfio do complexo, ou a ambos (LIN & KAO, 1989;
ACERBI et al., 1990). A Figura 14 mostra os termogramas de B-CD livre (superior), dos
farmacos livres (médio) e dos complexos Pz:3-CD, 1z:p-CD e Et:B-CD (inferior).

Analisando os termogramas, pode-se observar que para Pz e Iz a formacfo dos
complexos de inclusdo € evidente em ambos os sistemas pelo desaparecimento total do pico
referente aos farmacos livres sugerindo inclusio completa. Para o complexo Et:B-CD,
devido a presenca de um consideravel pico remanescente associado ao Etambutol livre no

termograma do complexo, pode-se concluir que a encapsula¢io foi apenas parcial.

A quantidade de farmaco livre ou encapsulado nas amostras de Etambutol foi
estimada utilizando os termogramas correspondentes ao firmaco livre e complexado. Para o
caso do Etambutol livre, a transi¢io correspondente ocorreu nas temperaturas de 78,87°C e
203,58°C, consumindo 21,57 J/g e 140,2 J/g respectivamente, o que corresponde a 100%
do farmaco. No termograma inferior observa-se dois picos, um relativo a temperatura de
118,74°C, interpretado como correspondente ao complexo, € um outro remanescente, com
129,9 J/g a temperatura de 220,32°C, indicativo da por¢éo do farmaco ndo complexado.
Das energias consumidas na transi¢do correspondente ao Etambutol livre, calcula-se que
apenas 15% do farmaco foi complexado com a B-CD. Termogramas obtidos com razdes

molares 1:2 e 1:4 Et:B-CD, mostraram o mesmo comportamento observado para a razio

molar 1:1, e nfo s@o aqui apresentados.

Esses resultados indicam a total inclusio das moléculas de Pz e Iz na cavidade da
B-CD, e com razdo estequimétrica 1:1. Para o Etambutol, a inclusio foi apenas parcial,

independente da razdo molar farmaco:B-CD.
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Figura 14 - Diagramas de calorimetria diferencial de varredura para B-CD livre (trago
superior), Pz, Iz e Et livres (trago médio) e, seus respectivos complexos em B-CD

(trago inferior). Pz (a), 1z (b) e Et (¢). Razdo molar farmaco:B-CD 1:1.

5.1.3.3 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A morfologia da B-CD, dos fairmacos livres € dos seus respectivos complexos de
inclusdo foi também estudada pela técnica de microscopia eletronica de varredura (SEM),

cujos resultados, vém corroborar aqueles obtidos na analise de DSC.
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Na Figura 15 sdo apresentadas as micrografias obtidas por essa técnica para a f-

CD livre (a), os farmacos livres (b,c e d) e os complexos farmaco:B-CD (e,fe g).

Para a B-CD livre observa-se uma estrutura volumosa bem definida com pequenos
fragmentos de cristais aderidos a superficie da estrutura. Por outro lado, em relagio a
morfologia dos farmacos livres percebe-se em geral estruturas cristalinas em forma de
agulhas bem definidas ¢ com uma distribuicio de tamanho relativamente estreita.
Finalmente, observando-se as micrografias dos trés supostos complexos pode-se perceber
estruturas semelhantes as obtidas para a B-CD livre, sugerindo a formagio dos complexos

de inclusdo entre os farmacos e a B-CD.

Para o caso especifico do complexo Et:-CD, além da presenca de estruturas
volumosas, tipicas de B-CD livre e dos seus complexos, pode-se observar também
consideravel concentragcdo de fragmentos cristalinos, caracteristicos dos farmacos na forma

livre, sugerindo apenas a complexacfo parcial para o Et.
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5.1.3.4 Espectrofotometria UV/visivel

A variagio da intensidade de absorc@o de luz das solugdes de Pz e Iz em B-CD a
260 nm com o avanco da complexacfio, permitiu ndo somente identificar a presenca dos
complexos de inclusdo em solugdo, mas também caracterizar a cinética de complexacio
pelos perfis de absorbancia em funcfio do tempo. Para o caso do Etambutol nfio houve
absorcdo de luz significativa em toda a faixa do espectro, razio pela qual nfo foi

monitorada a cinética de complexacdo deste.

Na Figura 16, s@io apresentados os perfis cinéticos obtidos. Embora as diferencas
entre as absorbancias com o tempo sejam pequenas, podem ser consideradas significativas
devido & precisio do método. Os perfis mostram que para a Pz, a complexagdo foi
estabilizada em 24 horas, e para a Iz em 35 horas. Em ambos os casos, a complexagio foi
praticamente independente da concentragio de B-CD no meio, confirmando a razdio

estequiométrica 1:1, observada nos termogramas de DSC.

Absorbancia (260 nm)
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Figura 16 - Comportamento cinético da encapsulacio de Pirazinamida (a) e Isoniazida (b)
em B-CD.
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Modelo Cinético de Formac¢iao dos Complexos de Inclusio

Para representacdo da cinética de formagdo dos complexos de incluso em -
ciclodextrina (B-CD) usou-se o esquema em duas etapas, proposto por CONNORS (1997),
para explicar as interagGes entre o substrato S, o fairmaco, e o ligante L, a B-CD.

k] kz
S + L == (SL)*—= (SL) 23)

K, s

Substrato e ligante interagem para formar o complexo intermedidrio (SL)*, que
rearranja-se dando origem ao complexo estavel (SL). As constantes ki, k1, kz, ko, sfo as
constantes das taxas de reagfio diretas e inversas da primeira e segunda etapa de

complexagdo respectivamente.

As variagOes das concentragdes de S, (SL)* e (SL) no sistema s3o descritas pelas
equagdes diferenciais (equagdes 24 — 26):

- égt(t) - =k S®LO®-k. SL* ® @9

—A(SLY* ()

S0 SOLO kLT O+l SD* O-k2610O  (9)

5(—‘%2@ = k2 (SLY*(® —k 2 SL)®) 26)

Considerando as seguintes condigdes iniciais: parat =0, S(0)=S,, (SL)*(0) =0,
(SL)(0) = 0, e desde que —dS/dt = d(SL)/dt, ou S(t) = -(SL)(t) + k, a solugfio do sistema de

equacdes pode ser escrita em termos de SL(t):
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(SLO = (L)) _ ”;
ln( (SL)O—(SL)QJ Kobs @7

onde (SL)o € a concentragfo inicial do complexo, (SL)(t) a concentragéo do complexo no

tempo t e (SL)« Tepresenta a concentragdio do complexo no equilibrio a t—>o.

A constante kg representa a constante de pseudo primeira ordem da complexacéo,

definida pela equacéo (28).

k-ik-2
=KL+ ———— 28
kobs = ki T (28)

Como a complexacdo causa um aumento na absorbincia das solugdes, a
concentracio de SL(t) € proporcional a variagdo da absorbancia da solugdo, A(t). Portanto,

a equagfio (27) pode ser reescrita em termos de absorbancias para o calculo de k’gps
In (ﬁ@_'_/‘{“i) = Kops t (29)

A Figura 17 (a e b), apresenta as curvas representativas do modelo cinético € os
dados experimentais obtidos para as vérias razdes molares farmaco:B-CD. Pode-se observar
que o modelo proposto ajusta-se bem aos dados experimentais. A complexagdo dos
farmacos Pz e Iz na B-CD ¢ um processo lento, cujo equilibrio € alcancado em cerca de 30

h. A K’os foi determinada a partir de ajuste dos dados experimentais usando o método

convencional dos minimos quadrados.

A Tabela 15 mostra os valores calculados para as constantes cinéticas, k’ops € 0s

tempos de meia vida, t; , obtidos para a complexac¢io dos farmacos.
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Tabela 15 - Pardmetros cinéticos para a complexaciio de Pz e Iz em B-CD: constante

cinética de pseudo primeira ordem, ko, € tempo necessario para atingir metade

da saturacdo, t;5.
Pz:B-CD Iz:B-CD
K’obs, (horas ™) 0,11 0,07
1 (horas) 6,33 9,34
0,70 0,38
B
g
3
=
£
o
£
[
:1 @
4 ﬁ
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Figura 17 — Cinética de complexacgdo dos farmacos Pz (a) e Iz (b) em B-CD. Os pontos
experimentais  representam as complexacOes nas razdes molares 1:1,
farmaco:B-CD. As curvas representam o comportamento predito pelo modelo

(Eq. 29).

No Apéndice III, ¢ apresentada em detalhes a dedugdo da equagdo (29),

representativa do modelo cinético em duas etapas.
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5.1.3.5 Avaliacdo da dissoluciio dos complexos em meio aquoso

A dissolucdo em meio aquoso foi a técnica utilizada para avaliar a liberagdo in
vitro dos complexos Pz e 1z em B-CD. Comprimidos distintos contendo os farmacos livres
e os seus respectivos complexos de inclusfio foram dissolvidos em 4gua desionizada e os
respectivos valores da concentragdo de firmaco em fungfio do tempo de dissolugdo foram

plotados, sendo apresentados na Figura 18 (a e b).

Os resultados mostram que o perfil de dissolugdo dos farmacos livres foi alterado
com a complexac@o. Os comprimidos contendo os complexos de inclusdo liberaram os
respectivos farmacos em solugdo mais rapidamente aqueles contendo os farmacos livres

indicando uma maior dissolucéo para os farmacos complexados.
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Figura 18 — Perfis de dissolugfio de comprimidos contendo Pz e 1z livres € os complexos

Pz:B-CD e 1z:B-CD, em agua desionizada a 35 + 0,5°C.
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5.1.3.6 Ensaios de fotoestabilidade e estabilidade oxidativa

Os resultados dos ensaios de estabilidade & fotodegradacdo dos farmacos
Pirazinamida e Isoniazida sdo apresentados na Figura 19 (a e b). Pode-se observar que
apesar da pequena variacdo das aborbincias com o tempo, os resultados indicam maior
estabilidade dos farmacos na forma de complexos com B-CD em relagdo aos farmacos

livres, sugerindo o efeito protetor da B-CD em presenga de irradiacéo de luz UV.

Os estudos de estabilidade oxidativa dos complexos Pz:B-CD e Iz:B-CD foram
realizados submetendo-se os mesmos a condicGes drasticas de oxidacdo. Os testes foram
conduzidos expondo os complexos a condi¢Ses oxidantes (solugdes de perdxido de
hidrogénio 6% p/v) durante um periodo de 48 horas, e simultaneamente, 4 luz natural.
Nenhuma alterac@io significativa foi também observada em relagdo as absorbincias

originais, tanto para os firmacos nas formas livre quanto complexada, indicando

estabilidade a oxidacgdo.
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Figura 19 - Perfil de fotodegradagdo de: (a) Pz e Pz:B-CD (1ImM) e (b) 1z e Iz:B-CD (1
mM).
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5.2 Encapsulagiio e liberaciio dos firmacos Pirazinamida e Isoniazida de lipossomas

A encapsulacdo e liberagio dos farmacos Pirazinamida (Pz) e Isoniazida (Iz) de

lipossomas foi estudada conforme disposi¢éo dos ensaios apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Disposi¢do geral dos ensaios realizados para o estudo da encapsulacgdo e

liberacdo de Pz e Iz de lipossomas.

ENSAIOS REALIZADOS APRESENTACAO DO ENSAIO NO ITEM
Sintese, purificacio e caracterizacio do Metodologia — 4.2.4
DMPE-PEG Resultados — 5.2.1
Preparacio e  caracterizacio dos Metodologia — 4.2.5
lipossomas Resultados — 5.2.2
Estabilidade das vesiculas Metodologia — 4.2.5

Resultados — 5.2.3
Liberacdo dos farmacos encapsulados em Metodologia — 4.2.8
lipossomas Resultados - 5.2.4

5.2.1 Sintese, purificacio e caracterizacio do DMPE-PEG

O fosfolipidio dimiristoilfosfatidilcolina derivatizado com polietilenoglicol de
peso molecular 2000 Da, DMPE-PEGgq00, usado na preparagio de lipossomas do tipo
“Stealth”, foi identificado por cromatografia de camada delgada (TLC), e quantificado em

termos de rendimento do processo de reagdo e purificacdo.

Os resultados obtidos das fra¢Ses eluidas na purificagio do composto derivatizado

sdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 - Cromatografia de camada delgada em fase reversa, com eluigio do PEGaooo
sintetizado e purificado usando o gradiente descrito na Tabela 6. A primeira

amostra refere-se ao padrdo de PEG e as demais sdo as fragOes eluidas de 8 a 16.
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As andlises de cromatografia de camada delgada permitiram a identificacdo do
DMPE-PEG nas fragdes de 8 a 16. O composto derivatizado DMPE-PEG apresentou uma
altura relativa de elui¢io (Rd) 0,80, semelhante ao padréio obtido da Avanti Polar Lipids.

A Tabela 17 mostra os resultados quantitativos da sintese do DMPE-PEG obtidos

neste trabalho em comparagdo aqueles obtidos na patente americana Avanti Polar Lipids.

Tabela 17 - Resultados quantitativos da derivatizacio do DMPE com PEG de peso

molecular 2000 Da.
Fosfolipidio Derivatizado Massa final Rendimento
DMPE-PEG (® (%)
patente 0,5908 52,6
neste trabalho 0,5886 61,0

Comparando-se o rendimento experimental do PEG 2900 obtido neste trabalho com
aquele obtido na patente americana, observa-se que melhoramentos introduzidos por
RIBAS (1997), elevaram o rendimento para 61%.

5.2.2 Preparacio e caracterizacio dos lipossomas

A encapsulagio dos farmacos Pz e Iz foi feita em lipossomas dos tipos convencional e
“Stealth”. Nesse ultimo tipo a superficie das vesiculas foi modificada com 3% de
polietileno glicol.

O processo de producdo dos lipossomas pelo método da hidratagdo do filme seco de
lipidios seguido de extrusdo em membranas de policarbonato apresentou bom rendimento,
quantificado pela dosagem do teor de fosforo final presente nas preparagdes. As perdas

foram no maximo de 8% para ambos os tipos de lipossomas.
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5.2.2.1 Remocgio dos firmacos nio encapsulados nos lipossomas

A remogdo dos farmacos n3o encapsulados nos lipossomas foi feita por dois
métodos distintos: a) Cromatografia de permeagdo em gel e, b) Ultrafiltracio. A
recuperagdo dos farmacos ndo encapsulados em ambos os métodos foi da ordem de 94%
em relagdo a massa inicial, indicando que as perdas nos processos foram da ordem de 6%.
O monitoramento de possivel degradacdo das vesiculas foi feito analisando o teor de
fosfato das amostras antes e depois da separacio, bem como pela determinagéo do didmetro
hidrodindmico e distribui¢do de tamanhos das vesiculas por andlises de espalhamento de
luz, QLS. Os resultados mostraram que nfo houve degradacio significativa das vesiculas

em ambos os métodos de separagio.

a) Perfis de separaciio por cromatografia de permeacéo em gel

Os perfis de eluicdo dos farmacos e lipossomas obtidos pela cromatografia de
permeagfo em gel séo mostrados nas Figuras 21 e 22. Estes perfis foram obtidos a partir de
medidas de absorbancia direta ( a 300 nm para os lipossomas e a 260 nm para os firmacos),
concentracio e volume de cada uma das fragdes coletadas, para cada ensaio isolado.

De acordo com os cromatogramas obtidos, nota-se uma adequada separagdo por
esse método usando o gel Sepharose CL-6B. Os lipossomas foram eluidos da coluna nas
fracdes 10 a 20, € os firmacos Pz e 1z nas fragGes 35 a 50. Devido a diluicdo das amostras,
as fracOes contendo os lipossomas foram concentradas por ultrafiltracio para aumentar a

sensibilidade do material encapsulado.
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Figura 21 — Perfis de elui¢go das solugdes de lipossomas a 7,5 mM e de Pirazinamida (Pz) a
25,50, 75 € 100 mM em tampdo HEPES (10 mM)/NaCL (120 mM), através de

gel Sepharose CL-6B em coluna de didmetro D=2,6 cm e comprimento L=45

Ccm.
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Figura 22 — Perfis de elui¢dio das solugdes de lipossomas a 7,5 mM e de Isoniazida (Iz) a
25, 50, 100 e 200 mM em tampdo HEPES (10 mM)/NaCL (120 mM) através de
gel Sepharose CL-6B em coluna de didmetro D=2,6 cm e comprimento L=45

cm.
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b) Separacio por ultrafiltracio

A ultrafiltracdo foi a outra técnica utilizada para a separagdo do material ndo
encapsulado nos lipossomas. A exemplo da técnica anterior, a recuperagdo dos firmacos foi
da ordem de 94% em relacdo & massa inicial. O procedimento de ultrafiltracdo foi
conduzido em ciclos consecutivos até se atingir no filtrado uma concentragio de farmaco
menor que 1% da concentragfo inicial. Assim, para concentragdes iniciais de farmaco
menor ou igual a 5 mM adotou-se dois ciclos de ultrafiltracdo, ao passo que para

concentracdes acima de 5 mM foram necessdrias trés passagens.

5.2.2.2 Encapsulaciio dos farmacos em lipossomas

O desempenho do processo de encapsulagdo dos farmacos em lipossomas foi
caracterizado a partir da influéncia da razio molar firmaco/lipidio inicial, eficiéncia de
encapsulacdo, didmetro médio e distribuicdo de tamanho das vesiculas, e concentragéo de

farmaco/mL de dispersdo lipossomal.

Os perfis apresentados nas Figuras 23 ilustram as interagdes dos fdrmacos com os
lipidios em ambos os sistemas convencional e “Stealth” durante o processo de encapsulagéo

passiva e a influéncia da razfio fAirmaco/lipidio inicial.

Analisando os perfis pode-se observar que tanto para Pz como Iz, a razio molar
farmaco/lipidio final cresce com o aumento da razfio inicial para ambos os tipos de
lipossomas. Para o caso da Isoniazida, a mudan¢a de inclinagdo das curvas indica uma
tendéncia de saturacdo para razdes farmaco:lipidio maiores que 0,85. Para a Pirazinamida
essa tendéncia pode ser observada somente para lipossomas do tipo “Stealth”, porém para
razdes molares inferiores as da Isoniazida. A menor faixa de razdes farmaco/lipidio para a

Pz deve-se as limitagdes de solubilidade.

A capacidade méaxima de encapsula¢fio para os lipossomas convencionais foi de
(Pz/L) final = 0,73, e (I1z/L) final = 0,96, com eficiéncias de encapsulagfo da ordem de 5,50
€ 3,61%, para Pz e Iz, respectivamente. Para os lipossomas “Stealth” a capacidade maxima
de encapsulacdo foi da ordem de (Pz/L) final = 0,48 e (Iz/L) final = 0,86, com eficiéncia de

encapsulacdo em torno de 3,56% para Pz € 3,24% para Iz. Para ambos os farmacos, deve-

99



Capitulo V - Resultados e Discussdo

se considerar que o tempo de hidratagiio dos lipossomas “Stealth” foi o dobro daquele
usado para os convencionais (1 hora), objetivando-se com isso considerar a resisténcia
difusiva imposta pela camada de hidratacdo formada pela presenca de PEG, ¢ explorar a

capacidade maxima de encapsulac¢fo passiva desse tipo de vesicula.
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Figura 23 - Influéncia da razdo molar inicial (Pz ou Iz/Lipidio) no desempenho do
processo de encapsulag@io passiva para lipossomas convencional e “Stealth”.

Concentracéo de lipidios:7,5 mM.

As Tabelas 18 e 19 apresentam os dados de desempenho do processo de
encapsulagdo passivo de lipossomas convencionais e do tipo “Stealth” para os firmacos em
questdo, os didmetros médios das vesiculas em fungfo da razfo inicial farmaco/lipidio, e a
concentragdo dos farmacos/mL de formulaggo lipossomal. A distribui¢fio de tamanhos das
vesiculas foi semelhante para as vérias situagGes, e ¢ apresentada no Apéndice IV para a
razdo farmaco/lipidio 5,0:7,5 mM.
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Tabela 18 — Caracterizagdo da encapsulacfio passiva dos farmacos Pirazinamida (Pz) ¢

Isoniazida (I1z) em lipossomas convencionais.

Lipossomas Convencionais

Pz Iz

FL)i| FL) | %E| O [C] EV) |(FL| %E| O [C] ¥/V)
(nm) | (mg/mL (nm) | (mg/mL)
0,13 | 0,019 |14,2131,8| 0,017 3892 {0,013 10,0} 120,5| 0,013 2092
0,33 | 0,021 |6,36|135,0| 0,019 4375 10,023 17,03 121,91 0,024 4043
0,67 | 0,022 |3,28|139,0| 0,019 4762 | 0,027 14,05 123,2 | 0,027 4616
3,33 | 0,115 |3,451140,2| 0,104 | 26426 | 0,133 13,99 133,3| 0,133 27586
6,67 | 0,166 |2,49|141,8| 0,153 | 39906 | 0,269 | 4,03 128,2| 0,270 51821
10,0 | 0,388 |3,88|138,6 | 0,358 | 89164 | 0,413 [4,13}126,3 | 0,411 76593
1333 | 0,734 | 5,5 | 141,2| 0,677 | 175507 | 0,593 | 4,44 | 125.8| 0,603 | 112462
26,67 - - - - - 0,964 13,61 133,0| 0,987 | 203844

(F/L) — razdo farmaco/lipidio final (f) e inicial (i)

%E — % de encapsulagio

& — didmetro médio das vesiculas (nm)

[C] — Concentracgdo de farmaco nas formula¢des mg/mL

(F/V) — moléculas de farmaco/vesicula

Os resultados experimentais mostram que para todas as formula¢Ses preparadas
de lipossomas convencionais os didmetros médios diferiram em apenas 10%. Uma
observacgdo experimental interessante que pode ser feita comparando-se os resultados dos
didmetros e distribuicdo de tamanhos das vesiculas convencionais e “Stealth” € que para as
convencionais, os didmetros foram 20% superiores em relagdo ao didmetro nominal da
membrana de extrusdo (100 nm), em todas as preparagdes, enquanto para as vesiculas do
tipo “Stealth”, essa variagéio nfio ultrapassou os 10% em relagdo a membrana, com uma
distribuicio menos dispersa, sugerindo que provavelmente na etapa de extrusdo, as

formulagbes convencionais tenham sofrido uma pequena deformacfo, resultando em
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estruturas com didmetros maiores do que os esperados. Para as formula¢des “Stealth”, a

presenca das cadeias do polimero provavelmente evitou essa deformacéo.

Tabela 19 — Caracterizagdo da encapsulacdo passiva dos fiarmacos Pirazinamida (Pz) e

Isoniazida (I1z) em lipossomas “Stealth”.

Lipossomas “Stealth” (3% PEG)

Pz Iz
(F/L)i |(F/L)|%E | O [C] F/V) | (F/L)f | %E %] [C] (F/V)
(nm) | mg/mL (nm) | mg/mL

0,13 { 0,01 | 7,5 117,81 0,000 | 1621 | 0,011 | 8,27 | 108,7 | 0,011 1513
0,33 | 0,014 4,24]109,0| 0,013 | 1902 | 0,011 | 3,33 | 101,8 | 0,011 1327
0,67 | 0,018 2,68|1173| 0,016 | 2863 | 0,029 | 4,33 | 114,5 | 0,029 4406
3,33 | 0,126 {3,781 122,0| 0,116 |22441| 0,117 | 3,51 | 1158 | 0,120 | 18672
6,67 | 0,204 13,06 1189 | 0,185 |33940| 0,341 | 5,11 | 1193 | 0,342 | 56721
10,0 {0390 390{113,6 | 0360 |60312| 0,386 | 3,86 | 1142} 0,390 | 59281
13,33 | 0,475 (3,56 | 123,3 | 0,438 |86624| 0,569 | 4,26 | 116,2 | 0,575 | 90550
26,67 - - - - - 0,865 | 3,24 | 122,1 | 0,877 | 152474

(F/L) — razio farmaco/lipidio final (f) e inicial (i)

%E — % de encapsulacio

O — diametro médio das vesiculas (nm)

[C] - Concentracdo de farmaco nas formulagdes mg/mL

(F/V) — moléculas de farmaco/vesicula

Como se pode observar a partir dos resultados obtidos, as dosagens de farmacos
apresentam valores muito reduzidos se comparados aos requeridos terapeuticamente para o
farmaco na forma livre, ou seja, dose didria da ordem de 5 mg/kg com méximo de 300 mg
para Iz, e de 15 a 30 mg/kg de Pz. Entretanto, vérios trabalhos na literatura registram
aumentos na eficiéncia terapéutica de firmacos encapsulados em lipossomas (AGARWAL
et al., 1994; DEOL & KLULLER, 1997).
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5.2.3 Estabilidade das vesiculas lipidicas

8.2.3.1 Estabilidade das vesiculas em tensoativo nie-ionico CyEs

Vesiculas lipidicas sdo solubilizadas pela agdio de tensoativos. A extensdio da
solubilizagdo depende da facilidade dos tensoativos de penetrarem na membrana, o que
reflete as interagGes entre lipidios e tensoativo, o grau de empacotamento dos lipidios € a
estabilidade da estrutura. ~ Nos trabalhos de EDWARDS & ALMGREN (1990) e
LICHTENBERG (1985), sdo apresentados perfis tipicos de solubilizagio de lipossomas em
presenca de tensoativos, que relacionam a absorbancia das soluges com a concentragio de
tensoativo. De uma maneira geral esses perfis s3o constituidos de trés estagios: o primeiro,
3 baixa concentragdo de tensoativo, no qual a penetragdo do tensoativo nas particulas ndo
causa significante aumento no tamanho das vesiculas, € com isso a absorbancia das
solugdes permanece praticamente constante. Com o aumento da concentragio de tensoativo
as vesiculas tendem a aumentar de tamanho e fundirem-se entre si, produzindo grandes
altera¢bes na absorbéncia das solugGes. Finalmente, em altas concentragdes de tensoativo
hi o rompimento das estruturas e aparecimento de micelas no sistema, e os perfis mostram
um decréscimo acentuado da absorbéncia das solugGes. Vesiculas mais estaveis produzem

perfis com menos distirbios das absorbancias iniciais apos exposi¢do aos tensoativos.

A Figura 24 mostra os perfis de solubilizagdo obtidos para os lipossomas dos tipos
convencionais vazios ¢ apos o encapsulamento dos fairmacos Pz e Iz. Em ambos os casos
observa-se que os perfis s8o semelhantes para os lipossomas vazios € convencionais,
indicando que a presenca do farmaco nfo produz grandes alteracGes no empacotamento das
membranas, 0 que ja era esperado por tratar-se de compostos de natureza
predominantemente hidrofilica. O efeito da presenca dos farmacos aparece somente em
concentragdes de tensoativo maiores que 65 % aproximadamente, com o decréscimo mais
acentuado das absorbéancias nos seus perfis, indicando a ruptura das vesiculas a menor

concentragdo de tensoativo que para os lipossomas vazios.
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Para os lipossomas do tipo “Stealth”, os perfis apresentados na Figura 25 também
mostram comportamento semelhante para as vesiculas vazias e contendo o farmaco
encapsulado, com as maiores diferencas entre as absorbincias para concentragdes de
tensoativo maiores que 65% aproximadadamente. Comparando-se esses perfis com os de
lipossomas convencionais verifica-se uma estabilidade bem maior das vesiculas até
concentragdes de tensoativo proximas a 60%, o que reflete a protegdo exercida pela camada

hidratada formada na superficie das vesiculas devido & presenca do polietilenoglicol.

7 7
]'—-o—~ Lip. vazio 7,5 mM (Corv.) J—o— Lip. vazio 7,5 mM (Corv.)
—A— PzLip. (Conv. 1:.7,5mM) 6 ~f|—&— [zLip. (Conv. 1:7,5 mM)
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Figura 24 — Perfis de solubilizac@o de lipossomas convencionais em presenga do tensoativo
C12Es. Condigdes de incubagio: concentragio de lipidios: 1 mM; 25 °C; tempo:

2 horas.
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Figura 25 - Perfis de solubilizagdo de lipossomas do tipo “Stealth” em presenca do
tensoativo Cy2Es. Condicdes de incubagdo: concentragdo de lipidios: 1 mM; 25
°C; tempo: 2 horas.

5.2.3.2 Estabilidade a estocagem dos lipossomas

A estabilidade a estocagem a 5°C dos lipossomas contendo os farmacos
encapsulados, foi avaliada pelas medidas do didmetro médio e distribui¢dio de tamanhos das
vesiculas durante quatro, oito e doze semanas. Os resultados obtidos s3o apresentados na
Tabela 20. Os valores dos didmetros relativos aos lipossomas recém preparados foram
mostrados nas Tabelas 18 e 19. A partir destes resultados, pode-se observar que os
lipossomas ndo sofferam alteragOes significativas em seus didmetros médios durante a
estocagem, demonstrando a estabilidade das preparagdes para as varias razdes molares

farmaco/lipidio e para ambos os tipos de lipossomas convencional e “Stealth”.
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Tabela 20 — Didmetro médio dos lipossomas convencionais ¢ “Stealth” contendo a Pz ¢ Iz,

em fungdo do tempo de estocagem a 5°C em refrigerador durante 12 semanas.

4% Semana
Convencional “Stealth”(PEG 3%)
Didmetro das vesiculas (nm) Diametro das vesiculas (nm)
(D/L)i Pz/Lip Iz/Lip Pz/Lip 1z/LIp
0,13 133,6 117,5 119,8 1183
0,33 133,0 122,2 113,9 111,0
0,67 1378 120,1 119,3 109,5
3,33 138,2 126,7 120,0 1188
6,67 140,0 126,5 121,9 115,3
10,0 141,6 1291 118,6 117,2
13,3 1426 128.8 120,3 1192
26,6 - 130,0 - 120,6
8* Semana
0,13 128.3 120,5 1189 117,1
0,33 131,8 1183 1162 121,0
0,67 133,4 121,6 1174 115,2
3,33 140,2 121,2 119,1 116,8
6,67 141,0 1258 1222 119,3
10,0 139,5 1274 120,3 1222
13,3 140,1 130,8 122,5 118,9
26,6 - 129,0 - 119,6
122 Semana
0,13 132,2 126,2 1229 112,8
0,33 1339 122,3 111,6 111,1
0,67 137,1 125,5 114,5 116,2
3,33 141,5 125,2 121,1 113,9
6,67 136,0 122,7 123,7 1153
10,0 138,2 1243 1214 1192
13,3 143,1 125,8 125,2 1172
26,6 - 130,1 - 118,6
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5.2.4 Liberacio dos farmacos encapsulados em lipossomas

A liberagdo dos farmacos Pirazinamida e Isoniazida de lipossomas dos tipos
convencional e “Stealth” nos ensaios conduzidos in vifro foi caracterizada a partir dos
perfis de concentragdo do farmaco liberado com o tempo, os quais refletem a taxa de

liberagio e a permeabilidade da estrutura lipossomal.

A permeagio dos farmacos através dos lipossomas foi representada
matematicamente pelo modelo fisico de difusdo de solutos no interior de esferas solidas,
descrito pela lei de Fick. No modelo, ndo foram considerada as limitagSes interfaciais
impostas pela membrana de dialise usada nos experimentos. Esse modelo foi previamente
aplicado para a liberag@o de compostos de lipossomas por GUY (1982) e ELORZA (1993).

Em coordenadas esféricas e considerando somente a difus3o na direcdo do raio das

particulas, tem-se a equagdo (30) para representar o fenémeno.

Lofem) 1a y
r2’er\C o) D &t (30)

A equagdo (30) foi resolvida considerando as seguintes condi¢des de contorno:

ccl — (condigdo inicial) 1 =0, 0<r<R c(r,f)=c, (G1)
2 >1>0,t>0,r=R c(Ri)=co=0 (32)
cc3 — c(r,£)é um valor finito para 0<r <R (33)

A solugio da equacgdio (30) € uma série de Fourier dos senos, que fornece a seguinte

expressdo para o perfil de concentracio no interior das particulas representada pela equagdo
(34):
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(nxr)

sen

_\ R

(njz.r) G4
R

A quantidade total do soluto difundido no solvente (considerando N particulas) €

ex{-(ﬁf)zbf} nrr ]
y = R R
) =N{cr i dr=M -26,> -1 — i) - Axrdr] (35

R

e(r,f)= —zi -n". exp{-— (Eg—) .D.t}.

representada pela equacgdo (35):

de onde o perfil de concentragdo em fungdo do tempo pode ser calculado pela equacgio (36):

6 1
a0 _ _?,Z——z-,exp[— 7t ki) (36)

Cint

Expressando esse perfil em termos da concentragio do farmaco liberado na solugdo,

que ¢ a variavel medida experimentalmente, tem-se:

c (f)zl_%.i_.l__exp[—— nzﬂ'z.kl} 37)

onde c*(t) € a concentragio do farmaco difundida para o meio aquoso num tempote ¢y a
quantidade liberada ap6s um tempo infinito, 0 que corresponde a quantidade total de

farmaco no interior das vesiculas no instante inicial do experimento, e k é a razio D/R?,

108



Capitulo V - Resullados e Discussdo

onde D ¢ o coeficiente de difusio do farmaco na estrutura ¢ R o raio dos lipossomas. A

deducdo detalhada da equacio do modelo encontra-se no Apéndice 1.

Os dados experimentais de c(t) em fungio do tempo (t) foram ajustados pelo
método da méxima verossimilhanga, determinando-se os valores de k para os lipossomas
dos tipos convencional e “Stealth”. Neste método, as incertezas de todas as medidas

experimentais s3o levados em conta no ajuste.

Os dados ajustados referem-se ao modelo de encapsulagdo e que consiste
matematicamente em uma fungio representada por uma série, onde o pardmetro a ser
obtido k, pertence a todos os termos desta série, que varia de um a infinito. Obviamente o
mimero de termos da série € um valor, que para propoOsitos praticos representa o valor exato
da func@o. Desta forma, utilizou-se 1.000 termos da série. Isto foi muito mais do que o
necessario, visto que apoés algum tempo, devido a serie ser convergente, basta apenas o
primeiro termo da série para representar a fungido. O (nico ponto critico € quando t — 0.
Neste caso a série apresenta problemas de divergéncia. Entretanto, no limite t — 0, a

mesma € representada pela fungio (equagdo 38):

VA — =T (38)

Deve-se notar que a equagio (38) € a propria série no limite de t — 0, ¢ nfo uma

aproximacdo da mesma conforme GUY et al. (1982).

O coeficiente de permeabilidade das estruturas, P, ¢ definido pela razio entre o

fluxo J e a diferenca de concentragio entre as solugSes interna e externa A ¢ (equagdo 39).

P=J/Ac (39

Em termos da constante k usada no modelo (eq.37), a permeabilidade pode ser

expressa considerando o comprimento caracteristico de uma esfera, ou seja a razio V/A.

P=kV/A (40)
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% Liberagdo

]
& |zLip.conv.(exp) Tempo {min.)
iz:Lip.conv.(calc)
A jzLip.PEG (exp)
lzLip.PEG {calc)
0 T I 1 1 T | T I
0 10 20 30 40

Tempo (horas)

Figura 27 - Perfis de liberagdo do farmaco Isoniazida contidas de lipossomas convencionais

e com PEG.

Os resultados obtidos mostram que para ambos os farmacos o tempo de liberagio
foi consideravelmente maior nas preparagbes com 3% de PEG. Para as razdes molares
iniciais estudadas, correspondentes as maximas quantidades de farmacos incorporados nas
vesiculas, as taxas iniciais de liberagiio sdo maiores para os lipossomas convencionais que
para os “Stealth”. Essas caracteristicas refletem principalmente a resisténcia a difusdo

imposta pela camada de dgua na superficie das vesiculas devido a hidrofilicidade do PEG.

Nas condigdes do experimento a liberagiio total da Pz e Iz dos lipossomas
convencionais foi alcancada em aproximadamente 8 horas e para os lipossomas
“Stealth”somente no final de 24 horas. As maiores taxas de liberagdo ocorreram na primeira
hora (quadros menores), quando foi liberado cerca de 75% dos farmacos de lipossomas
convencionais € 25% dos “Stealth”. Esses tempos de liberagdo razoavelmente longos,
devem-se ao carater predominantemente hidrofilico dos farmacos que dificulta a sua

transposic@o através da barreira hidrofobica da bicamada lipidica.
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As curvas construidas a partir do pardmetro k determinado mostram que 0 modelo
difusivo proposto representa bem os dados experimentais. Melhores ajustes poderdo ser
obtidos considerando as limitagdes impostas ao sistema pela membrana de dialise usada nos

experimentos.

A tabela 21 apresenta os valores da constante k determinados pelo modelo difusivo

e as permeabilidades (P) dos farmacos nos lipossomas convencional e “Stealth”.

Tabela 21 - Constante k do modelo cinético difusivo (eq.37) e coeficiente de

permeabilidade (P) para ambos lipossomas dos tipos convencional e “Stealth”.

Tipo de Lipossoma Razébes iniciais farmaco/lipidio
(Pz/L)=10,0 (Iz/L)=13,3
k(t?hH P (cm/s) k() P (cm/s)
Convencional 5,52 x 107 3,54x 10" 3,35x 107 6,93 x 102
“Stealth” 921 x 103 4,83 x 1077 6,79 x 107 3,64 x 1012

Apesar do bom ajuste dos dados experimentais ao modelo, como mostrado nas
Figuras 26 e 27, os valores de k obtidos foram em todos os casos menores que a unidade.
De acordo com os estudos de GUY (1982), para valores de k<1, os efeitos da transferéncia
interfacial através da membrana de dialise tornam-se significativos. Isso justifica a
necessidade de utilizagio de modelos que incluam essa limitagio difusiva adicional em

estudos posteriores, para comparacdo com os resultados aqui obtidos.

Os valores de permeabilidade obtidos sdo da ordem de grandeza das
permeabilidades de moléculas carregadas tais como anions, e de moléculas grandes como

glicose e proteinas através de membrana de lecitinas (LASIC, 1993).

Embora sendo moléculas pequenas e sem carga, a dificuldade de Pz e Iz para a
transposi¢do das membranas dos lipossomas deve-se a presenca de colesterol na bicamada

lipidica, e ao carater predominantemente hidrofilico dos farmacos.
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5.3 Associacio dos complexos farmaco:B-CD com lipossomas

A associacio dos complexos farmaco:B-CD com lipossomas foi estudada

conforme disposi¢ao dos ensaios apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 — Disposic@o geral dos ensaios realizados para a associagdo dos complexos em B-

CD com lipossomas.

ENSAIOS REALIZADOS APRESENTACAO DO ENSAIO NO ITEM
Capacidade da asseciacio firmaco:B-CD Metodologia —4.2.5

com lipossomas Resultados ~ 5.3.1
Estabilidade da associacdo farmaco:B-CD Metodologia — 4.2.5

com lipossomas em tensoativo Cy;Es Resultados — 5.3.2

Libera¢io dos complexos farmaco: B-CD Metodologia — 4.2.8

em lipossomas Resultados — 5.3.3

A associagio dos complexos Pz:f-CD ou Iz:B-CD com lipossomas pela

encapsulagdo passiva pode ser representado pelo esquema mostrado na Figura 28.

Quando os complexos Pz:f-CD ou Iz:B-CD sdo adicionados a solugdo de
hidrata¢do durante a encapsulagio passiva de lipossomas, um equilibrio € estabelecido entre
os farmacos livres e complexados. O deslocamento dos farmacos para a solu¢do depende da
intensidade de ligagdo com a cavidade da B-CD. Portanto, os farmacos podem se associar

aos lipossomas em ambas as formas: livres ou complexadas em -CD.
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Figura 28 — Associagdao dos complexos Pz:B-CD ou Iz:3-CD com lipossomas através da

encapsulagio passiva.

5.3.1 Capacidade de associacio dos complexos de B-ciclodextrina com lipossomas

Os perfis apresentados na Figura 29 (a e b) ilustram as intera¢les dos farmacos
livres ou dos complexos em B-CD com os lipidios durante a associagio passiva com
lipossomas convencionais. As baixas razdes farmaco/lipidio usados nesses ensaios, devem-
se as limitagBes de solubilidade da B-CD na solugdo tamp3o utilizada. Apesar das estruturas
similares das moléculas de farmacos (Pz e 1z), as interacGes com a bicamada lipidica foram
diferentes, caracterizando melhor associagdo para a Iz na forma livre. Os perfis de
associacdo dos complexos de B-CD foram similares para ambos os farmacos, apresentando

uma saturago na razio molar da ordem de 0,015 complexo/lipidio.

Para a Pz nfio ha diferenga significativa entre as capacidades de associagdo dos
lipossomas para Pz livre ou complexada. Estes resultados sugerem que a Pz é mais
facilmente dissociada da cavidade da B-CD do que a Iz. Os resultados aqui apresentados
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corroboram os obtidos anteriormente nas analises de 'H-NMR, confirmando as fracas

interagOes entre Pz e B-CD comparada com o complexo 1z:$-CD.

E interessante notar também que para os complexos, a associagdo € pouco sensivel

as concentracgdes iniciais na faixa estudada.

0,08 0,05
< | —a— (Pz/Lipidio)Conv. 4 | —4—(zlipidio)Conv.
—b~ (Pz:B-CD/Lipidio)Conv. =& (z:B-CDAipidio)Conv.
.. 0.04- 0,04
£ . e i
o= (4
-] =
:'.D: 0!03— .9. 0,03"'
a b=
= [-X .
a X . . 5
9 0,02 - / 0’02 d
5 A / :
N
K ] A\A I J /
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N 001~ e 0,01
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o'm 1§ ‘ H l L 4 ‘[ L} I £ [ 1 ', L3 o,m & l T I ¥ l L] I * ' L] ‘ L]
00 01 02 03 04 05 0868 07 00 01 02 03 04 05 06 07
{Pz ou P2:B-CDflipidio)iniciat {iz ou iz:B-CD{lipidio)iniciat
(a) (b)

Figura 29 - Efeito da razdo molar inicial e final para a associagdo com lipossomas
convencionais de Pirazinamida (Pz) e Isoniazida (Iz) livres e complexadas em
B-CD.

A Figura 30 (a e b) mostra a performance da associagdo dos farmacos nas formas
livres ou complexados em B-CD nos lipossomas “Stealth” em termos da razio molar
farmaco ou complexo farmaco:B-CD/lipidio final e inmicial. Em ambos os casos, a
associagdo do farmaco livre e complexado tem comportamento semelhante, indicando o

controle da camada hidratada de PEG no processo de associagdo, ou a liberagio dos
farmacos da B-CD durante o processo, em conseqiiéncia do maior tempo de hidratagfio. Os

niveis de associagdo dos complexos, razdes (F:B-CD) final foram semelhantes aos obtidos

para lipossomas convencionais.
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Figura 30 - Efeito da razio molar inicial e final para a associagdo com lipossomas “Stealth”

de Pirazinamida (Pz) e Isoniazida (Iz) livres e complexadas em §$-CD.

A Tabela 23 resume os dados de desempenho do processo de encapsulagdo passivo
de lipossomas convencionais € do tipo “Stealth” para os complexos em questdo, os
didmetros médios das vesiculas em funcdo da razdo inicial farmaco:B-CD/lipidio, e a
concentra¢o dos farmacos:B-CD/mL de formulagdio lipossomal. A distribui¢do de
tamanho das vesiculas foi semelhante para as varias situacdes, e s3o apresentados no

Apéndice IV para as razdes farmaco:3-CD:lipidio 5,0:7,5 mM.

Os resultados experimentais mostram que a quantidade de farmaco associada aos
lipossomas na forma de complexos de B-CD € muito pequena comparada com a
encapsulagio dos farmacos livres, conforme discutido no item 5.2.2.2, onde se pode

explorar uma faixa maior de concentragio.
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Tabela 23 — Caracteristicas dos farmacos complexados em B-CD encapsulados em

lipossomas convencional e “Stealth”.

Lipossomas Convencionais

Pz:B-CD 1z:B-CD
(F/L)i |(D/L)| %E | O (8] F/V) | QLY |%E| O [C] |@&FV)
f (om) | mg/mL (um) | mg/mL

013 [0015| 11,3 | 140,9| 0,013 | 3336 | 0,012 {9,02] 1293 | 0,012 | 2141
033 |0013| 387 |1550| 0012 | 3730 | 0,013 |3,94] 117,0 | 0,013 | 2081
0,67 |0,019] 2,80 | 134,1] 0,017 | 3972 | 0,018 |2,68| 1294 | 0,018 | 3484

Lipossomas “Stealth”
Pz:p-CD 1z:B-CD
F/L)J [ O/ %E 1] [C] YA M/ | %E 72} [C] FIV
(om) | mg/mL (nm) | mg/mL

013 |0015| 112 |1235| 0,013 | 2441 | 0010 |752] 1094 | 0,010 | 134]
033 (0014|424 | 958 | 0,013 | 1469 | 0,012 |3,63] 1029 | 0,012 | 1525
0,67 |0,022] 328 |100,7| 0,020 | 2597 | 0,026 |3,388| 1077 | 0,026 | 3527

(F/L) - razdo drogaB-CD/lipidio final (f) ¢ inicial (i)
%E ~ % de encapsulagio

& — diadmetro médio da vesicula (nm)

[C] - Concentracdo de farmaco:f-CD mg/mL

(F/V) — moléculas de farmaco/vesicula

5.3.2 Estabilidade da associacido fairmaco:B-CD com lipossomas em tensoativo nio
ionico Ci2Es
A Figura 31 (a e b) mostra os perfis de solubilizacdo obtidos para lipossomas
convencionais vazios e encapsulando a B-CD vazia e, os farmacos Pz e Iz nas formas livres
e complexadas em B-CD. A similaridade entre os perfis indica que a encapsulagdo dos

farmacos Pz e Iz nas formas livres nfo alteram o empacotamento da membrana comparado

aos hipossomas vazios. As ciclodextrinas sdo conhecidas por remover os componentes
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lipidicos das membranas pela formacdo de complexos de inclusdo, podendo desestabilizar
as membranas na presenca de tampdio ou sangue (McCOMARCK & GREGORIADIS,
1994). Apesar disto, nenhuma diferenca significante foi observada nos experimentos
realizados entre os perfis dos lipossomas vazios e aqueles associados com B-CD vazia,

sugerindo uma afinidade preferencial do surfatante pela cavidade da §-CD.

"} | —O— Lipossoma vazio
6 =1 | —8—B-CD/Lipossoma
4 | —A—kLipossoma
« -] L=t EBCDLipssoms
» 4 -
% 3 _ /2%0‘3‘:‘9 Qj‘?\o
] »- A, \ Y%
2.1 F Y
E .- ey o
1 - \A}\A \DOP
= 1 \A’A \ A
é 0 ¥ 1 T I T T TX
1 J o 2 40 60 EARNY
Concentracio de C,E (mol%) Concentraciio de C,E (mol%)

a) b)
Figura 31 - Efeito da estabilidade dos lipossomas convencionais em surfatante C;,Es para

os varios sistemas. Condi¢Ges de incubag@o: concentracdio inicial de lipidios
de 1 mM; 25 °C; 2 horas.

O perfil obtido para o complexo Pz:B-CD (Figura 31a) assemelha-se ao obtido
para Pz livre, sugerindo que o farmaco € liberado da cavidade da B-CD. Estes resultados
concordam com a evidéncia de interagGes fracas entre a Pz e a B-CD observados nos dados
de H'-NMR, cinética de complexagdo e perfis de encapsulacdo de Pz livre ou Pz:B-CD nos
lipossomas. Entretanto, a liberagdo de Iz (Figura 31b) nfo é evidente desde que existe
diferenca significante entre os perfis de firmaco livre em relagiio ao respectivo complexo.
A forte interagio de Iz com B-CD, observada nos testes de 'H-NMR, cinética de

complexacdo e perfis de associagdo de Iz livre ou Iz:B-CD em lipossomas convencionais

118



Capitulo V - Resultados e Discusséio

corroboram estes resultados. Como conseqiiéncia disto, um aumento de estabilidade €
observado nos perfis de solubiliza¢do para a associa¢io de Iz:$-CD com lipossomas.

Para os sistemas contendo 3% PEG, mostrados na Figura 32 (a e b), o aumento da
estabilidade € evidente em todas as preparacdes. Na regido de transi¢do entre 25 e 60% de
tensoativo, ha uma diferenca marcante se comparado ao comportamento dos convencionais
(Figura 31). Na associagdo dos complexos Pz:B-CD e 1z:B-CD com lipossomas “Stealth”,
observa-se maior estabilidade das vesiculas, evidenciando a maior interagio dos complexos
Pz:3-CD e 1z:B-CD com as vesiculas e que, neste caso, associada as cadeias de PEG,
confere-thes ainda maior estabilidade, dificultando a penetragdo do temsoativo e evitando
conseqiiente desestabilizagio dos sistemas, o que € observado apenas em altas

concentragdes de tensoativo, ou seja, da ordem de 70% de CyzEs.

7 7

4l —e— Lip. vazio 7,5 mM (3% PEG) o |—e— Lip. vazio 7.5 mM (3% PEG)

8 6 ~1| —A—Pz:Lip. 1:7,5 mM (3% PEG) @ 6 =]l—a—lzlip. 1:75mM (3% PEG)

g s 1| —e—PzBLip. 1:75mM (3% PEG) '§ . 4 [—o— EBLip. 1:7.5 mM (3% PEG)
E 4 o AA E 4 -
g C
§ 3 - 8 34
g e ]
2 27 A g 2]
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1 1 =
2171 SR 2
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n 4
41 0 20 40 80 1
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Figura 32 - Efeito da estabilidade dos lipossomas “Stealth” em surfatante C;,Es para os
varios sistemas. Condi¢bes de incubacdo: concentragio inicial de lipidios de 1

mM; 25 °C; 2 horas.
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A maior estabilidade obtida pela associagdo de complexos de B-CD com
lipossomas pode melhorar a estabilidade das vesiculas em fluidos biologicos, prolongando
o tempo de circulagdo destas preparagdes em aplicagdes in vivo e reduzindo a liberagio das

drogas dos carreadores.

5.3.3 Liberacio dos complexos fairmaco:B-CD de lipossomas

As Figuras 33 e 34 representam os dados experimentais obtidos pelo monitoramento
da liberagdo in vitro dos farmacos Pz e Iz complexados em B-CD associados aos
lipossomas dos tipos convencional e “Stealth”, bem como os respectivos perfis de liberagio
calculados pelo modelo difusivo usado na se¢do 5.2.4. Os quadros menores destacam a

liberagdo em 1 hora, onde ocorre a maior taxa de libera¢do dos farmacos.

QO PzB-CDlip.conv.(exp)
100 —l PzB-CD:Lip.conv. (calc) A

@ PzBCDLpPEG.(exp)
1 e P2B-CD LD PEG (calo)

80 =i
% o
60 -
g
8
-3 £
X 40 ~ §
¥ A
0,
20 | //
e LA T T
0 20 40 60
Ternpo (min}
0 i I T 1 T
o 20 40 60
Tempo {(horas}

Figura 33 - Perfis de liberaciio do farmaco Pz complexado em B-CD e associado a

lipossomas convencional ou “Stealth”.
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Figura 34 - Perfis de liberagdo do farmaco Iz complexado em B-CD e associado a

lipossomas convencional ou “Stealth”. Razido molar 5:7,5 mM 1z:B-CD/hipidio.

Dos perfis apresentados nas Figuras 33 e 34, bem como os valores dos coeficientes
de permeabilidade, P, mostrados na Tabela 24, pode-se observar que para os farmacos na
forma de complexos em B-CD e associados com lipossomas, a taxa de liberagdo € a mesma
para lipossomas convencionais e "Stealth" resultando em coeficientes da mesma ordem de
grandeza independente do sistema, e idénticos aos observados para os farmacos livres em
lipossomas "Stealth” (Tabela 24). Entretanto, para o caso dos complexos, o coeficiente P
representa ndo a permeabilidade na membrana, uma vez que supde-se que a B-CD esta
associada na superficie, mas representa a resisténcia a liberagdo do farmaco que, nesse
caso, € resultante da liberagdo da cavidade da ciclodexirina e deslocamento na camada de

agua adjacente a superficie dos lipossomas.
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Tabela 24 - Valores da constante k e do coeficiente de permeabilidade (P) obtidos para

ambos os tipos de lipossomas.

Tipos de Lipossomas Razoes (D/L)iniciais
(Pz/L)=0,67 (Iz/L)=0,67
k(™® P k(h? P
Convencional 4,1585 x 107 2,56 x 1012 | 51073 x10% | 3,03x 10"
“Stealth” 3,9319x 107 1,82x 10? | 44671x10° | 220x 107"

(D/L) — Razdes droga/lipidio

k — Constante de difusividade da droga

P — Permeabilidade da droga

A formacdo de uma protegdo exercida pela B-CD na superficie dos lipossomas foi

anteriormente citada nos resultados da associagdo dos complexos com lipossomas e da

solubiliza¢do no tensoativo Ci2Es. Por outro lado, como comentado no paragrafo anterior,

ha evidéncia na literatura que a P-CD nfo entra no lipossoma reforcando hipotese

apresentada neste trabatho (NISHIJO & MIZUNO, 1998).
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5.4 Testes in vitro de hemdlise celular e atividade antimicobacteriana

Os testes in vitro de hemolise celular e atividade antimicobacteriana foram

estudados conforme a disposi¢do dos ensaios apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 — Disposigéo geral dos ensaios realizados para os testes in vizro de hemolise

celular e atividade antimicobacteriana.

ENSAIOS REALIZADOS APRESENTACAO DO ENSAIO NO ITEM
Testes de hemdlise induzida Metodologia — 4.2.6

Resultados — 5.4.1
Suscetibilidade bacteriana Metodologia — 4.2.7

Resultados — 5.4.2

5.4.1 Testes de hemolise induzida

Neste experimento foi avaliado o efeito hemolitico dos farmacos Pz, 1z e Et, da -
CD e dos respectivos complexos droga:B-CD. Os resultados obtidos mostram que para
todos os farmacos na forma livre, o efeito hemolitico em condi¢des isosmoéticas e
hematocrito 0,15% até o limite das concentragGes testadas ndo existe, ou seja, para Pz< 75
mM, 1z< 90 mM e Et< 0,250 M. Até essas concentragdes a membrana eritrocitaria € capaz
de incorporar os farmacos sem que a lise ocorra. A B-CD livre € litica em baixas
concentracdes (C*T=1,2 mM), como mostrado na Figura 35. Concentragbes maiores de
B-CD levardo a desorganizagdo da estrutura e conseqiente lise celular. Quando a lise
celular ocorre, a liberagdio de hemoglobina causa um brusco aumento das absorbancias das
solugdes. Para os complexos farmaco:B-CD, verifica-se que o efeito hemolitico da B-CD
livre € revertido, e os complexos apresentam efeito protetor como mostrado na Figura 36a.
O mesmo efeito € observado para o Et:B-CD em razdes molares 1:1 e 1:2. Entretanto, o
complexo Et:B-CD a raziio molar 1:4 lisa as células. O efeito protetivo ocorre até a

concentracdo de aproximadamente 1 mM, acima dessa concentragdo ocorre a lise celular,
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provavelmente por causa da concentracio elevada de ciclodextrina na razio molar final
farmaco: B-CD (Figura 36b).

Uma explicagdo para a auséncia do efeito hemolitico quando a B-CD tem a sua
cavidade ocupada com o farmaco, € a inibi¢do da captura dos lipidios da membrana celular,

que provavelmente ocorre quando a B-CD esta vazia, resultando na lise das células.

100 — | —A— 30 min W
1| —A— 45 min. 7 IN
80 | —0— 60 min. iﬁ
- / /
XA

—— 90 min, &/

% de Hemdlise

Figura 35 - Efeito de hemodlise induzida por B-CD livre em meio isotdnico. Volume de
hemacias = 0,15% em tampdo PBS, pH 7,4. Tempo de incubagdo 30, 45, 60 ¢

90 minutos, a temperatura ambiente.
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Figura 36 - Efeito protetor dos complexos farmaco:$-CD na a hemolise hipotdnica. Volume
de hemacias = 0,15% em tamp3o PBS com 78 mM NaCL, pH 7,4 € 22 °C. a)
Pz:B-CD e Iz:B-CD; b) Et:B-CD.

5.4.2 Suscetibilidade bacteriana

Os resultados dos testes de susceptibilidade de trés linhagens do Mycobacterium
tuberculosis, cultivadas em meio sélido para agdo dos farmacos livres, complexados em §3-

CD e encapsulados em lipossomas (convencional e “Stealth”) s3o ilustrados na Tabela 26.

Os resultados foram obtidos a partir de dois cultivos independentes e representam a
média das amostras em duplicata. A sensibilidade ou resisténcia das trés espécies foi
similar para todos os sistemas. Estes resultados indicam que a acSo dos farmacos ao
Mycobacterium tuberculosis ¢ independente da encapsulagdo em B-CD ou em lipossoma

(convencional ou “Stealth”), para o caso em estudo.
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Tabela 26 - Atividade antibacteriana de trés linhagens do AMycobacterium tuberculosis aos

farmacos nos varios sistemas estudados.

Identificacdio das Espécies
Férmaco Estado do Farmaco
(diluigoes) 315/98 549/98 2087/98
Livre {B-CD | Lipos. | Lipos. Livre B-CD | Lipos. | Lipos. { Livre | B-CD | Lipos. | Lipos.
Conv. | Stealth Conv. | Stealth Conv. | Stealth

Pz | 10° |R30% | AS |R5% |R20% |R30% |R30% |R35%|R30%|R2% |R8% |R12% |R20%

10° |Ralta | AS |R40% |R25% | Ralta |Ralta |[Ralta |R40% |Ralta |Ralta |Ralta |Rala

Iz | 10° | AS | AS AS AS AS [R30%| AS AS AS |R36%| AS AS

10° | AS | AS | AS AS AS |R6% |R3% |R5% | AS {R6% | AS AS

Et | 10° |R30%| AS - - AS AS - - AS | AS - -

10° {Ralta | AS - - AS AS - - AS AS - -

AS - Alta sensibilidade
R - Resisténcia, percentagem e niveis de susceptibilidade nos meios de dois ensaios independentes.
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CAPITULO VI

6.1 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

A associagdo dos medicamentos de primeiro tratamento da Tuberculose
Pirazinamida (Pz) e Isoniazida (Iz) em lipossomas dos tipos convencional e
“Stealth” € efetiva tanto na forma livre como encapsulada em B-CD, produzindo

sistemas de liberag3o controlada.

Pirazinamida e Isoniazida formaram complexos de inclusdo verdadeiros com a B-
CD na razdo estequiométrica 1:1. A complexacio dos farmacos em B-CD foi

adequadamente representada por um modelo cinético de duas etapas.

Pirazinamida e Isoniazida foram encapsulados em lipossomas dos tipos
convencional e “Stealth” com eficiéncias méaximas de 14,2% para Pz e 10,0% para
Iz correspondendo as razbes farmaco/lipidio (F/L) finais de 0,019 e 0,013,

respectivamente.

A encapsulacdo dos farmacos Pz e Iz nos lipossomas convencionais n3o produziu
alteragdo significativa no empacotamento da membrana lipidica. Entretanto, a
presenga de 3% PEG na superficie destas vesiculas aumentou consideravelmente a
estabilidade da bicamada.

A liberagdo total dos farmacos Pz e Iz em ambos os tipos de lipossomas foi

verificada em ensaios in vitro ser da ordem de 8 h para os lipossomas convencionais

e aproximadamente 24 h para o “Stealth”. Os perfis de liberagdo foram ajustados
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satisfatoriamente por modelo matematico de difusdio de solutos em esferas porosas.
Os coeficientes de permeabilidade, P, dos farmacos nas membranas foram da ordem
de 3,54 x 10" para Pz e 6,93 x 107 para Iz nos lipossomas convencionais, e cerca
de 4,83 x 10" para Pz e 3,64 x 10" para Iz no “Stealth”.

e Complexos de inclusdo farmaco:f-CD foram associados aos lipossomas
convencionais e “Stealth”. As quantidades maximas de farmacos associados foram
0,017 mg/mL para Pz e 0,018 mg/mL para 1z nos lipossomas convencionais e cerca
de 0,020 mg/mL de Pz e 0,026 mg/mL de Iz para os “Stealth”. A associagdo Iz:f-
CD/lipossoma convencional aumentou a estabilidade da membrana lipidica ao
ataque de tensoativo. Esta estabilidade foi ainda maior para o lipossoma com PEG.
Para o complexo Pz:B-CD/lipossoma este aumento sO foi observado para a
associacdo com PEG, sugerindo provavel dissociagdo do farmaco da cavidade da -

CD.

e Para os farmacos Pz e Iz encapsulados e associados aos lipossomas, as taxas de
liberagdo foram semelhantes, confirmando a hipotese da associagdo da B-CD na

superficie dos lipossomas.

e Os ensaios de hemolise em meio isoténico mostraram que a B-CD induz a hemolise
celular em concentragdes acima de 1 mM. Os farmacos Pz, 1z e Etambutol (Et) nas
formas livres ndo exerceram efeitos hemoliticos quando tratados nas concentragdes
terapéuticas. Pz e 1z na forma de complexos em B-CD foram capazes de reverter o

efeito hemolitico, ao contrario do que foi observado para Et:B-CD (1:4).

e Os resultados de suscetibilidade bacteriana em meio sélido para farmacos livres,

encapsulados em B-CD, lipossoma convencional ou “Stealth”, indicaram atividade
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antibacteriana semelhantes, sugerindo que a agdo dos farmacos independe de

eventual liberagcdo dos sistemas.

e O desenvolvimento da tecnologia de associagio de medicamentos de primeiro
tratamento da tuberculose em lipossomas e ciclodextrinas é promissora, e representa
um avango em relagio as formulagBes convencionais. Os beneficios potenciais
desse novo sistema estio no aumento do indice terapéutico dos farmacos e na

reducio da fregiiéncia de sua administraggo.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sio enumerados alguns pontos que poderdo ser estudados dando

continuidade a este estudo:

e Estudos de preparagdo, caracterizacio e liberagdo de farmacos encapsulados em
derivados de B-CD que possibilite trabalhar com faixas de razdes (F:B-CD/L)

iniciais maiores que as utilizadas.

e Avaliagio mais efetiva da associagio dos complexos farmaco:B-CD na superficie
dos lipossomas, por exemplo, utilizando analises de ressondncia magnética nuclear
de fosforo C'P-NMR).

o Estudos in vivo das formula¢3es desenvolvidas contendo os farmacos Pz e Iz contra

o Mycobacterium tuberculosis.

e Estudo da encapsulagdo de farmacos e complexos farmaco:$-CD por métodos que

possibilitem facil escalonamento do processo.
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Apéndice I - Modelo da difusdo de soluto no interior de esferas porosas

Modelo da Difusdo de Solutos no Interior de Esferas Porosas

Uma ilustragdo do processo de difusio das drogas do interior de lipossomas €

mostrado na Figura 37.
co=0
Equagéo geral:
c=c(r,0,¢,1)
co=c(6,z)
Concentracio !

Distancia

Figura 37 - Modelo fisico de difusdo de solutos no interior de esferas solidas.

Nesse modelo, foram feitas as seguintes hipoteses:
- A extragdo do soluto dentro das esferas ocorre por difusdo;

- A concentragio do solvente ndo se altera e € sempre nula:co=0; (em termos
praticos a quantidade de solvente € t3o alta que o soluto extraido deixa apenas tragos

de concentragdo do soluto no solvente);
- A difusdo é do interior das esferas solidas para o solvente;
- O coeficiente de transferéncia de massa entre sélido e fluido é muito elevado;
- A concentragio no exterior das esferas € igual 4 concentragio do solvente:

c(r =R)=cwo=0 (condi¢do de contorno do modelo)
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Apéndice I - Modelo da difusdo de soluto no interior de esferas porosas

- Na préatica co € constante e uniforme para uma certa esfera (e ndo no trecho da

coluna que contém as particulas),
- Existe simetiaem 8 e ¢, = c=c(r,0);

- Propriedades fisicas permanecem uniformes e constantes.

Como a difusio ocorre no interior das esferas sélidas, a equagio geral para a difusdo
sem reagdo quimica €:

-~

DVic= —g— +div(cy) (41)

Como o material é sélido: v= 0, logo :

DVic= & (42)
ot
Para coordenadas esféricas:
1 0( ,6c) 1 éc
—_ = |=—= 43
r: or { &J D o “3)
As condi¢des de contorno s3o:
ccl — (condigio inicial) =0, 0<r<R c(r,ty=c,, (44)
cc2 > t>0, t>0 r=R ¢(R,)=co=0 (45)
cc3 — ¢(r,¢) € um valor finito para 0<r <R (46)
Utilizando o método de separacdo das variaveis:
c(r,)=R(r).6() 47
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Apéndice I - Modelo da difusdo de soluto no interior de esferas porosas

%C-.—..R' ")0@) (48)
¢ _R(8) (9)
ol

%zR(r).@‘(t) (50)

Substituindo na Eq. Diferencial Parcial (Eq.(43)), tem-se:

I a 2 ot — _}_ t
= '07& R(MOO]= = R)E'Q) 1)
L krro@+r R @)60)= -J%R(r).e(t)
Id

1 ¥ 1" 1 ¥
r—z—.[ZJ‘.R +r°R .9]:-5.12.9 (52)

Dividindo por ¢ = R.S§ =0, obtém-se:
11 2
—.— 2 rR+r° R'|=—.—=-4 (constante 53
A é uma constante (A >0 porque Pm c(?) € valor finito)

Pode-se entdo separar as equagdes:

r* R2rR+A*r*R=0 64
G+ADE=0 (55)
A partir da equacio (55). 6(¢) = A.exp(—A.Dt) (A >0 pela cc3) (56)
Quando A =0 = 6(r)= A (constante) 7
A partir da equagio (54): 7> 2% 12, R 122 R=0 (58)
ar’ dr
Definir y=rR = R(r)= ) (59)
r
dR 1 1
—— Y 60
i ¢ (60)
d’R 1 2 2
== Y- Y+, 61
g e i i 61

Substituindo as equagdes (59), (60) e (61) na equagido (58), tem-se:
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rz.(}-.y“—-%—.y'—t——"i—.y}+2!.(—1—.y'- 12 .y}+2,r2.X=O (62)
r r r roor r

ry"-2. y'+%2}- +2. y’~——%’—"=}i +Ary=0 63)

Y+idy=0 (64)

Para A=0, y=B,r+c, ou Rr=B,r+c, :>R=Bo+fr-°- (65)

A>0, y=81.sen(\/rﬁ.+ci.cos(\fi r) (66)

ou Rzé.[B l.sen(\[): J')+c,1.cos(\/;l—. r) ] ©7)

Pela condigdo de contorno cc3 = C(r, )€ finita.

lri_tg;l_-:%o € Iri_rgésen-g\/—%ﬂzﬁ (68)
Portanto: ¢, =0ec, =0 69)
Logo:
c(r,t)y, A,=B, A (A=0) (solugdo em regime permanente) (70)

4,. exp(—)..Dj).—’lj. sen(\/}: r) (4>0) (solugdo em regime transiente) (71

Como num tempo infinito a concentragio no interior da esfera é nula, entdo 4, =0

Pelaccl, 1=0 VYV r c(r,0)=c, (72)
Pelacc2, t>0 r=R c(R1)=0 (73)
ou, A,. exp(-,z.D.t).-}%. sen(~A.R)=0 (74)
Para solugdo ndo trivial, isto s6 € possivel se JiR=nzn,6 n= 123.... (75)
nrx\
A=|— =123... 76
I 79)
nx\’ 1 nrr
c(r,t)y= A, exp| — (—-—-) Di .-.sen[ — n=123.. #))
R r R



Apéndice I - Modelo da difusdo de soluto no interior de esferas porosas

A concentragfo de farmaco difundido ao meio sera:

§m3[cim "c(t)]-N
c*(r)=-= 7 949

A concentraggo total de farmaco no interior dos lipossomas, expressa por unidade

de volume do meio é:

c* =e¢ | 3 (95)

onde:V = volume do meio contendo os lipossomas, e,
N = niimero de esferas no meio.

logo:

) exp[- n’*x’ ]cf] (96)

Esta equagdo corresponde ao modelo ja calculado por GUY (1982) e citado por
ELORZA (1993).
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Apéndice I1 — Espectros de '"H-NMR dos Complexos Farmaco:B-CD
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Apéndice II — Espectros de "H-NMR dos complexos farmaco:B-CD

(@)
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T :‘-.T'—lm L L I T T T T T
48 37 \3.5 35 34
v
B 4 Hb6 |
UM l l
H3 ]
:::: 48 37

Figura 38 — Espectro de "H-NMR de B-CD em tampo salino (HEPES 10 mM/NaCL 120
mM), 25°C: (2) B-CD (1 mM) e (b) Pz (1 mM) + B-CD (1 mM).
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H# 6)CH20H
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Figura 39 — Espectro de "H-NMR de B-CD em tampdo salino (HEPES 10 mM/NaCL 120
mM), 25°C: (a) B-CD (1 mM) e (b) Iz (1 mM) + B-CD (1 mM).
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Apéndice II — Espectros de 'H-NMR dos complexos farmaco:-CD

Ha) (G)C\HZOH 0
/(l: (S)H’C/é{a) \C’ Ha)
HO XT/ \OH (l)\
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Figura 40 — Espectro de '"H-NMR de B-CD em tampdo salino (HEPES 10 mM/NaCL 120
mM), 25°C: (a) B-CD (1 mM) e (b) Et (1 mM) + B-CD (1 mM).
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Apéndice ITI — Modelo cinético de formacio dos complexos de inclusio
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Apéndice III — Modelo cinético de formagio dos complexos de inclusdo.

Modelo cinético de formacio dos complexos de inclusio

O esquema de reacdo em duas etapas, usado para explicar as interagdes entre

substrato e ligante, pode ser representado pelo mecanismo proposto por CONNORS (1997):

k k
S+ 1L Zl (SL)*i (SL) 7
k1 ko

onde S, designado como substrato representa a droga, € L € o ligante, ou a ciclodextrina.

Substrato e ligante interagem para formar o complexo intermediario (SL)*, que
rearranja-se originando o complexo SL. Sob condigdes de pseudo primeira ordem, onde a
concentragio de ligante € muito maior que a do substrato, ou seja, L é praticamente

constante.

As variagOes das concentragoes de S, (SL)* e (SL) no sistema sdo descritas pelas
seguintes equagdes diferenciais (98 — 100):

—a;(t) =ki(SL) ® - k1 (SL)* (t) 98)
lﬂo%m = -k (SL) (t) + k1 (SL)* (t) + k2 (SL)* (t) - k2 (SL) () (99)
O ko (5L -k (D © (100)
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Apeéndice III — Modelo cinético de formag3o dos complexos de inclusdo.

Condigdes de contorno:

parat=0, S(0)=S,, (SL)*(0)=0, (SL)0)=0

Admitindo que a segunda reagfio esta em equilibrio e a primeira é relativamente

lenta, tem-se:
a:tL =k (SL)* (1) - k2 (SL) (t) = 0
(1) = 20 o1)
Balango de S:
So=S§ + (SL)* + (SL) (102)
Substituindo (102) em (101):
SLy* (i = TSk -2 (103)

k-2+k2

Substituindo (103) em (98), obtém-se o perfil analitico de S em fun¢do do tempo:

—6S(t)=(le+ k-zk-j S(t) - k -18ck -2 (104)
ot k-24k k-2+ke
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Apéndice IIT — Modelo cinético de formagio dos complexos de inclus3o.

No equilibrio: %—fj 0 e S(t)=Sg4.

k-lSok-z:: [ JS
k-2+k2 —2+k .

Substituindo (105) em (104):

__._( (S(t) - Seq))'“le+11: k-2

(8-S« )

(8005 )~kae ( SO-Sa)

onde a constante cinética ko € igual a:

k-ik-2

=kL+
et ! k-2+ke

e0 Se, que € S(t) para t— o, ou S, €igual a:

-1k - 2So
Seq =
(kL + k -0k -2+ kilk>
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Apéndice III - Modelo cinético de formag&o dos complexos de incluséo.

A solucdo da equagdo diferencial (108) para S(0) =S, €:

In (%—t)_——is-%?i) = Kops t (110)

_dS_ d6L)
dt dt

obtida em termos de (SL)(t):

Como , ou seja: S(t) = -(SL) (t) + k, pode-se escrever a solugdo

" [(SL»—(SL)@)]: Kobs t

(SL)o— (SL)« (1

Como a complexagio conduz ao aumento da turbidez da solugdo com o tempo,

At) « SL(t)

E ajustando os dados experimentais de A(t) & equagdo (108), obtém-se os

valores de k g para as diversas complexagdes.

Os resultados mostrados na Figura 41 (a e b) representam o ajuste dos dados
linearizados conforme a equagdo (111). A regressdo linear das curvas ndo incluem os
pontos superiores a 24 horas em ambos os sistemas devido a ampliacdo dos erros na

proximidade da saturagdo.
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Apéndice III — Modelo cinético de formagao dos complexos de inclusdo.

0,0 — 0,0 -
b y=0,01149 - 0,1128x " » y=0,066-0,0782x
05 = R=0,9886 -D,5 = R= 08872
-] A .
~1,0 = ~1,0 =
£ £
3 -1,5 = 3 1.5 -
-2,0 - -2,0 -
2,5 = -2,5 =~
L B e e S L Y e ma e s o S s
o 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
tempo (horas) tempo (horas)
@ (b)

Figura 41 - Ajuste dos dados da cinética de complexa¢do de Pz (a) e Iz (b) em B-CD,
Y=(St-8)/(So-Sc0).
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Apéndice IV - Didmetro médio e distribui¢do de tamanho das vesiculas lipidicas

Apéndice TV — Didmetro Médio e Distribuicio de Tamanho das Vesiculas Lipidicas
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Apéndice IV - Didmetro médio e distribuigdo de tamanho das vesiculas lipidicas

Pz:Lipossoma convencional (5,0:7,5 mM)
Amostra extrudada em membranas de 100 nm
Heron O.S. Lima

Live data

Autosizer 4700

Size(nm) | Intensity | Volume | Number Peak Analysis by intensity

9.9 0.4 0.4 0.4 Peak Area Mean Width
12.5 0.2 0.2 0.2 1 988 1244 1326
15.7 0.0 0.1 ‘0.1

19.8 0.0 0.0 0.0 Peak Analysis by volume

25.0 0.0 0.0 0.0

31.4 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
39.6 0.0 0.7 0.7 1 989 126.0 1396
49.8 2.6 3.5 3.5

62.7 8.7 8.9 B.9 Peak Analysis by number

79.0 15.5 15.0 15.0

99.4 20.0 19.0 19.0 Peak Area Mean Width
125.2 20.5 19.4 19.4 1 989 1260 13986
157.6 16.6 16.0 16.0

198.4 10.3 10.4 10.4

249.8 4.2 4.8 4.8

3146 0.4 1.3 1.3

3961 ' 00 0.1 0.1

488.7 0.0 0.0 0.0

627.8 0.0 0.0 0.0

790.5 0.0 0.0 0.0

985.3 0.0 0.0 0.0

1253.1 0.0 0.0 0.0

1577.7 0.2 0.1 0.1

1986.4 0.3 0.2 0.2

Size distribution(s)

@
220 —----------- R R e
N
-
'"] T S Ry Iy [ p———— B e T L - i o el il A o A e = s ol = o, e am g i i
A i
100 200 300 400 5
Diameter (nm)
RecAngle KCounts ZAve(nm) Poly.Index Quality Emor In Range  Merit Analysis Title
13 900 897 140.5 0.300 Pass 6.83e-004 915 36.8 Auto:CONTIN Pzl
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Apéndice IV - Diametro médio e distribuigdo de tamanho das vesiculas lipidicas

Iz:Lipossoma convencional (5,0:7,5 mM)
Amostra extrudada em membrana de 100 nm
Heron Lima .

Live data

Autosizer 4700

Size(nm)  Intensity Volume Number Peak Analysis by intensity

8.7 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
11.0 0.0 0.0 0.0 1 99 4 1241 57.1
13.8 0.0 0.0 0.0

17.4 0.0 0.0 0.0 Peak Analysis by volume

219 0.0 0.0 0.0

276 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
34.7 0.0 0.0 0.0 1 89.4 125.8 74.1
43.7 0.0 0.0 0.0

55.0 0.0 0.0 0.0 Peak Analysis by number

69.3 0.0 0.8 0.8

87.2 3.0 13.9 13.9 Peak Area Mean Width
109.8 49.5 36.1 36.1 1 99 4 1258 74.1
138.3 42.4 347 34.7

174.1 44 12.8 12.8

218.2 0.0 1.1 1.1

276.0 0.0 0.0 0.0

347.5 0.0 0.0 0.0

437.5 0.0 0.0 0.0

550.9 0.0 0.0 0.0

693.6 0.0 0.0 0.0

873.3 0.0 0.0 0.0

1099.5 0.0 0.0 0.0

1384 4 0.0 0.2 0.2

1743.0 0.6 0.5 0.5

Size distribution(s)

2
] ——
© | :
£ i
S I R R
i
|
|
|
20 . - - ‘; O
— [ ]
100 200 300 400
Diameter (nm)
RecAngle KCounts ZAve(nm) Poly.index Quality Error In Range  Ment Analysis
3 900 766 123.2 0.183 Pass 9.66e-004 98.1 215 Auto:CONTIN
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Apendice [v - UIAMETTO medio e distribuigdo de tamanho das vesiculas lipidicas

Descricdo da Amostra = amostra Pz:Lip.peg (5,0:7,5 mM)
Operador = Heron
Dados Obtidos em 2/03/00 as 11:12:14

Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e % de Intensidade

MTamanho % Intensidade Tamanho % intensidade Tamanho % Intensidade

54.0 ‘ 06 ‘ 92.7 ; 77 1568.9 3.9
' 57.8 . 1.5 ’ 991 _ 7.8 : 170.0 3.1
- 618 ' 26 106.0 7.7 ~ 1819 23
661 38 S 134 74 1948 1.6
j 70.7 . 4.9 1213 6.9 ; 2081 1.1
- 757 5.9 129.8 6.2 - 22286 0.6
2 81.0 6.7 ‘ 138.9 55 2382 0.3
866 7.3 148.6 4.7 2548 0.1
Intensidade Funcéo de Correlagao residuos
Size distribution(s) (x1074) Correlogram (1 OA_g)O Residuals v ime
1 . ; | 40 ' e
8 +--4 e |
. e o 35 | .
(7] - fi N - B . TU “
é 4 I ! § 30 £ 0.00 L{“*‘” -
= SR N Vo ! O 25 J 8 ‘ o L
s o g, o o= .
CEU e 8 —_— o -
r“ TSR NEE _Li.f‘i}——«i © — ) -5 00—
100 150 200 250 100 200 5 15 25 35 45 55 65
Diameter (nm) Channel Time(us) (x1073)

Cumulants mean (Z Ave) 117.3 Polidispersao 0.200

PARAMETROS DO INSTRUMENTO PARAMETROS DE MEDIDA
Comprimento de Onda (nm) = 633 Duragao da Medida (s) = 96
Temperatura = 25.1 Tipo de Anaiise = Contin

Angulo = 80.0 Namero de Pontos Ajustados = 39
Equipamento = Autosizer 4700 Razdo de Espagamento=1.2

Primeiro Ponto Utilizado = 65

PARAMETROS DA AMOSTRA PARAMETROS DOS RESULTADOS PARAMETROS DO CORRELADOR
Viscosidade (cp) = 1.000 Na Faixa = 86.7 Tempo de Amostragem (us) = 1.0
pH = N/A Razdo Sinal/Ruido = 84.3 Fator de Dilagéo = 2

Indice de Refrac&o do Dispersante = 1.331 Erro do Ajuste = 0.0006 Mithares de Contagens/s = 44.2
indice de Refragdo da Amostra = 1.300 Fama de Analise = 100 Calc. far point 187841

Absorbancia da Amostra = .00 Pico 1: Didmetro Médio = 110.5 (nm) Meas. far point 188429

Estes Dados Foram Obtidos No Laboratério de Propriedades Coloidais e Reolodgicas
DPB/FEQ/UNICAMP 168



Apéndice I'V - Didmetro médio e distribui¢do de tamanho das vesiculas lipidicas

Descrigdo da Amostra = amostra Iz:Lip.peg (5,0:7,5 mM)
Operador = Heron
Dados Obtidos em 2/03/00 as 14:39:49

Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e % de Intensidade

TTamanho % Intensidade Tamanho % Intensidade Tamanho % Intensidade

. 542 05 912 15 - 1535 4.1
. 578 1.4 97.3 77 1638 33
. 617 2.4 . 1038 77 174.8 25
'~ 659 3.5 1109 = 74 - 1866 1.8
. 703 4.6 118.3 7.0 199.1 1.2 :
- 750 5.6 126.3 6.4 2125 07 |
. 80.1 6.4 - 1348 5.7 . 2268 0.3
855 7.1 1438 50 2420 0.1
Intensidade Funcao de Correlagdo residuos
Size distribution(s) (x1074) Correlogram (x1 OA_g) Residuals v ime
; ' . 1300~ :
8 EFCE R 120; ’ 10.0
o 6 |- L 105 |- . 250( ~ -
g = i > R b
T 4 | g 90 . B000
,\go O 75 ( 2-5.00 : *
o~ 2 + 5 k i -10.0
h © 80 L 150
100 200 500500 3000 4500 6000
Diameter (nm) Channel Time(us)

Cumulants mean (Z Ave) 114.5 Polidispersao 0.187

PARAMETROS DO INSTRUMENTO PARAMETROS DE MEDIDA
Comprimento de Onda (nm) = 633 Duragao da Medida (s) = 84
Temperatura = 27.4 Tipo de Anaiise = Contin

Angulo = 80.0 Numero de Pontos Ajustados = 29
Equipamento = Autosizer 4700 Razéo de Espagamento = 1.2

Primeiro Ponto Utilizado = 65

PARAMETROS DA AMOSTRA PARAMETROS DOS RESULTADOS PARAMETROS DO CORRELADOR
Viscosidade (cp) = 1.000 Na Faixa = 98.3 Tempo de Amostragem (us) = 1.0
pH = N/A Razdo Sinal/Ruido = 55.8 Fator de Dilagdo = 2

indice de Refrac#o do Dispersante = 1.331 Erro do Ajuste = 0.0005 Mithares de Comtagens/s = 885
indice de Refragdo da Amostra = 1.300 Faixa de Analise = 100 Calc. far point 672227
Absorbancia da Amostra = .00 Pico 1: Diametro Médio = 109.8 (nm) Meas. far point 672002

Estes Dados Foram Obtidos No Laboratério de Propriedades Coloidais e Reol6gicas

DPB/FEQ/UNICAMP
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Apendice 1V - Diametro médio e distribuigdo de tamanho das vesiculas lipidicas

'Pz:B-CD):Lipossoma convencional (5,0:7,5 mM)
Amostra extriidada em membranas de 100 nm
deron O.S. Lima

.ive data
wwtosizer 4700

Size(nm) ' Intensity ' Volume : Number '

: Peak Analysis by intensity

13.4 - 0.0 0.0 0.0 . 1 Peak Area Mean Width
16.4 - 0.0 0.0 0.0 ‘1 99.1 117.5 1328
20.0 0.0 0.0 0.0
245 0.0 0.0 0.0 . Peak Analysis by volume
29.9 0.0 0.0 0.0
36.5 0.1 0.7 0.7 ‘Peak Area Mean Width
446 2.6 3.1 3.1 1 99.1 118.7 137.0
54.5 - 6.9 7.0 7.0 L
66.6 11.6 11.3 + 11.3 | ! Peak Analysis by number
81.3 15.1 14.6 146 '
99.3 - 16.6 16.0 16.0 iPeak Area Mean Width
121.4 15.8 15.3 15.3 1 99.1 118.7 137.0
148.3 13.0 12.7 12.7
181.1 9.2 9.2 9.2
221.3 54 56 56
270.3 2.3 - 26 2.6
330.3 06 0.8 0.8
403.5 0.0 0.1 0.1
492.9 0.0 0.0 0.0
602.2 0.0 0.0 0.0
7357 0.1 0.1 0.1
B898.8 0.2 0.2 0.2
1098.0 0.4 0.3 0.3
13414 0.3 0.3 0.3
Size distribution(s)
20
3
3
0 ----=-=--- i R i R S i I T T
100 200 300 400 500
Diameter (nm)
cAngle KCounts ZAve(nm) Poly.Index Quality Error In Range  Merit Analysis Title
90.0 732 134.1 0.323 Pass 5.06e-004 91.3 29.8 Auto:CONTIN  (PzB
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Apéndice IV - Diametro médio e distribui¢do de tamanho das vesiculas lipidicas

2/B-CD:Lipossoma convencional (5,0:7,5 mM)
Amostra extrudada em membrana de 100 nm
deron Lima

.ive data

Autosizer 4700

Size(nm)  Intensity Volume Number Peak Analysis by intensity

9.1 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
11.5 0.0 0.0 0.0 1 100.0 124.2 1101
14.5 0.0 0.0 0.0

18.3 0.0 0.0 0.0 Peak Analysis by volume

23.0 0.0 0.0 0.0

28.9 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
364 0.0 0.0 0.0 1 100.0 1258 1193
45.9 0.0 0.8 0.8

57.8 3.1 4.4 44 Peak Analysis by number

72.7 114 11.7 11.7

816 20.8 19.6 19.6 Peak Area Mean Width
115.3 25.3 233 23.3 1 100.0 1259 1183
145.2 21.8 20.5 20.5

182.8 13.1 13.1 13.1

230.2 4.5 55 55

289.8 0.0 1.1 1.1

364.8 0.0 0.0 0.0

4594 0.0 0.0 0.0

578.4 0.0 0.0 0.0

728.2 0.0 0.0 0.0

916.9 0.0 0.0 0.0

1154.4 0.0 0.0 0.0

1453.5 0.0 0.0 0.0

1830.0 0.0 0.0 0.0

Size distribution(s)

30 e T e e e e e e e e e e e e a wm e e e e e e e e e w ot e e+ e m e e e e e e e e e e e e e m e e ow om = =
®
(5]
=
o\° 20 — e . e a m m w e w e - - - @ w e mfm e m owmom e 4 e m o e e e e e e om s om e e o s e e e e e m e m om m e e e w m w

10__ ........ P . L L B e e e e e e e e e el e e e

100 200 300 400
Diameter (nm)
RecAngle KCounts ZAve(nm) Poly.index Quality Error In Ran i '
ge Merit Analysis

10 90.0 981 128.4 0.183 Pass 567e-004 984 21.8 AutoYCONTIN
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Apermase 17 - Laamicu U LISWU € GISTTIDUICA0 ae tamanho das vesiculas lipidicas

Descrigdo da Amostra = amostra Pz:B-CD:Lip.peg (5,0:7,5 mM)

Operador = Heron

Dados Obtidos em 2/03/00 as 15:14:35

Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e % de Intensidade

Tamanho |% Intensidade Tamanho | % Intensidade 1amanho % Intensidade

| 46.8 % 0.5 : 79.7 7.7 j 135.9 3.8 5
. 500 | 14 - 852 7.9 1453 | 30 ’
*{ 53.5 { 2.5 91.1 7.8 155.3 2.3
- 571 | 37 97.4 7.5 166.0 16
, 61.1 4.8 104.1 7.0 177.5 1.0
; 65.3 59 111.3 6.3 189.7 0.5
| 69.8 6.7 119.0 5.6 202.8 0.2
, 74.6 7.3 127.2 4.7 216.8 0.1
Intensidade Funcéo de Correlagao residuos
Size distribution(s) (x10%4) Correlogram (x107-3) . _F.Qesiduals v time
i I 1 « 35.0
8 r-gm -7 105
1 1 0 + [7,) 20.0
[} 9 RGP (G NP, © K,
Z 4 i T S 75 Em.oq . -
o\“z-‘ h £ 60| 2500 . x
i e O 451 _ R -40.00 x
100 150 200 250 100 200 5 10 15 20 25
Diameter (nm) Channel Time(us) (x1023)
Cumulants mean (Z Ave) 100.7 Polidispersao 0.196
PARAMETROS DO INSTRUMENTO PARAMETROS DE MEDIDA
Comprimento de Onda (nm) = 633 Duragdo da Medida (s) = 72
Temperatura = 27.6 Tipo de Analise = Contin
Angulo =900 Numero de Pontos Ajustados = 33
Equipamento = Autosizer 4700 Razao de Espagamento = 1.2
Primeiro Ponto Utilizado = 10
PARAMETROS DA AMOSTRA PARAMETROS DOS RESULTADOS PARAMETROS DO CORRELADOR

Viscosidade (cp) = 1.000
pH = N/A

indice de Refragdo do Dispersante = 1.331

indice de Refragao da Amostra = 1.300
Absorbéancia da Amostra = .00

Na Faixa = 95.6

Razdo Sinal/Ruido = 85.6
Erro do Ajuste = 0.0006
Faixa de Analise = 100
Pico 1. Diametro Médio = 94.8 (nm)

Tempo de Amostragem (us) = 1.0

Fator de Dilag8o = 2

Milhares de Contagens/s = 848
Calc. far point 519208
Meas. far point  S20801

Estes Dados Foram Obtidos No Laboratorio de Propriedades Coloidais e Reolégicas

DPB/FEQ/UNICAMP
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Apéndice IV - Didmetro médio e distribui¢do de tamanho das vesiculas lipidicas

Descrigdo da Amostra = amostra [z:B-CD:Lip.peg (5,0:7,5 mM)
Operador = Heron
Dados Obtidos em 2/03/00 as 16:01:06

Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e % de Intensidade

Tamanho % intensidade Tamanho (% !ntensidadg Tamanho % Intensidade

403 0.5 - 859 7.4 1077 42 |
. 429 1.3 . 701 786 1145 34 ‘
| 456 23 745 76 1218 26
485 3.4 792 74 1295 19
51.5 45 842 70 137.7 1.3
54.8 5.5 89.6 6.5 . 1464 08
58.3 6.3 95.2 5.8 - 1557 0.4
62.0 7.0 101.3 5.0 1655 0.1
Intensidade Funcao de Correlacao residuos
Size distrif)uﬁon(s) (x10 ﬂ) L E:'orrr_ei?grfljrl_ (x107-3) ie_:_sfduals v time
B b | 0 10.0 o
g 6 I ....... ‘o 500 ..
T 4 !‘;,__i_.-,-;___ @ i %0.001""'
£ I O 40 . 2-5.00
s 2 ity - - b _ ~
100 150 200 250 100 200 1 2
Diameter (nm) Channel Time(us) (x10~3)

Cumuiants mean (Z Ave) 81.7 Polidispersdo 0.166

PARAMETROS DO INSTRUMENTO ) PARAMETROS DE MEDIDA
Comprimento de Onda (hm) = 633 Duragao da Medida (s) = 96
Temperatura = 28.2 Tipo de Analise = Contin

Angulo = 80.0 Numero de Pontos Ajustados = 23
Equipamento = Autosizer 4700 Razao de Espagamento = 1.2

Primeiro Ponto Utilizado = 10

PARAMETROS DA AMOSTRA PARAMETROS DOS RESULTADOS PARAMETROS DO CORRELADOR
Viscosidade (cp) = 1.000 Na Faixa = 988 Tempo de Amostragem (us)= 1.0
pH = N/A Razao Sinal/Ruido = 85.2 Fator de Dilago = 2

indice de Refragéo do Dispersante = 1.331 Ero do Ajuste = 0.0007 Milhares de Contagens/s = 57.1
indice de Refragdo da Amostra = 1.300 Faixa de Analise = 100 Calc. far point 313186
Absorbancia da Amostra = .00 Pico 1: Diametro Médio = 78.8 (nm) Meas. far point 313246

Estes Dados Foram Obtidos No Laboratério de Propriedades Coloidais e Reolégicas
DPB/FEQ/UNICAMP 173



