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Resumo

A recente reincidéncia da Tuberculose tem causado grande preocupagdo, sendo
considerada um problema de saide pablica em nivel mundial, devido ao alarmante mimero
de casos da doenga ¢ elevado nimero de ébitos. Apesar de sua terapia ser simples, o longo
tempo de tratamento, aliado aos efeitos colaterais, muitas vezes leva o paciente a abandonar
o tratamento, desenvolvendo resisténcia aos antibidticos utilizados. Com o intuito de
aumentar a eficacia dos firmacos existentes, reduzindo seus efeitos colaterais, varios
estudos tém sido realizados. Dentre estes, a encapsulacio de farmacos em lipossomas, ou
vesiculas lipidicas, tem sido testada como alternativa para sua administraggo.

Neste trabatho foi testada a técnica de encapsulacfio ativa para a incorporagdo dos
tuberculostaticos isoniazida, pirazinamida e estreptomicina em lipossomas de SPC:Col
{60:40 mol%) preparados por duas técnicas distintas: a hidratacdo do filme, seguida de
extrusdo, e a injecdo de etanol. Para cada estudo, foi avaliada a nfluéncia das variaveis
razio molar inicial farmaco/lipidio (F/L), temperatura ¢ tempo de incubacgio
farmaco/lipossomas na eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos. Os efeitos das variaveis
foram estudados nas faixas de 25 a 60°C para a temperatura, 10 a 60 minutos para o tempo,
e (0,16 a 2,0 para a razfio F/L inicial, empregando-se a estratégia de planejamento fatorial.
Além desta técnica, foi testada a encapsulagio passiva dos trés farmacos em lipossomas
preparados por injecdo de etanol.

Para 0 método de hidratacio do filme foram obtidas vesiculas com didmetros
médios em torno de 275 nm, sendo esse valor superior ao obtido para a injecfio de etanol
(139 nm). Observou-se que os didmetros das vesiculas ndo tiveram seus valores afetados
significativamente apds a incorporagao do farmaco.

Para as condigdes avaliadas na encapsulagio ativa, as eficiéncias maximas de
encapsulacio foram de 22,5%, 21.0% e 15,8% para isoniazida, estreptomicina e
pirazinamida, respectivamente. Observou-se que a razio molar inicial e a temperatura de
incubacio tiveram grande influéncia sobre a incorporacdo dos farmacos. De maneira geral,
os melhores resultados foram obtidos com baixas razdes iniciais F/L. e elevadas
temperaturas. A varidvel tempo, por sua vez, nio se mostrou significativa. Para a
encapsulacio passiva foram obtidas eficiéncias de encapsulacdo de 0,06%, 0,08% e 0,62%
para a isoniazida, pirazinamida e estreptomicina, respectivamente. Apesar da baixa
eficiéncia de encapsulacio, o resultado para a estreptomicina foi considerado satisfatorio
pois foi correspondente a uma razio molar final F/L 3,6 vezes maior que a observada na
encapsulagéo ativa.

Palavras-chave: tuberculose, lipossomas, encapsulacdo, injecdo de etanol, extrusdo
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Abstract

In recent years there has been a resurgence in the incidence of tuberculosis. It has
been considered a world health problem due to the high number of disease cases and also
deaths. Although simple and effective chemotherapy is available for the treatment of
tuberculosis, it is prolonged and associated with undesirable side effects. These
characteristics often result in abandonment of the therapy by the patient, which ends up
developing resistance to the used drugs. Therefore to improve the therapeutic index in
known active drugs has been the goal of several researches. Among these, drugs
encapsulated in liposomes or lipid vesicles have been tested.

In this work the active loading approach was employed to incorporate the
tuberculostatic drugs isoniazid, pyrazinamide and streptomycin into SPC:Col liposomes
(60:40 mol%) prepared by two different techniques: lipid film hydration followed by
extrusion and ethanol injection.

For each system the influence of the variables drug/lipid mitial molar ratio (D/L),
incubation temperature and time in the drug encapsulation efficiency was evaluated. These
effects were studied in the 25-60°C temperature range, 10-60 minutes time range and 0.16-
2.0 D/L initial ratio using experimental design.

The passive loading technique of all drugs in liposomes prepared by ethanol
injection was also tested. For the hpid film hydration technique vesicles with mean
diameters around 275nm were obtained. This value was higher than those obtained by
ethanol injection (139nm). The diameters of the vesicles did not change significantly after
drug encapsulation.

In the active loading approach, the maximum efficiencies were 22.5%, 21.0% and
15.8% for isoniazid, streptomycin and pyrazinamide, respectively. Both the iitial molar
ratio and incubation temperature had a high influence on drug incorporation. Usually the
best results were obtained at low initial molar ratios D/I. and high temperature. The
incubation time was not significant. For the passive loading, efficiencies of 0.06%, 0.08%
and 0.62% were obtained for isoniazid, pyrazinamide and streptomycin, respectively. In
spite of the low encapsulation efficiency the streptomycin results were considered
satisfactory because the final D/L was 3.6 times higher than that obtained by active loading.

Key-words: tuberculosis, liposomes, encapsulation, ethanol injection, extrusion
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Capitulo 1

Introducdo

Recentemente tem-se observado o ressurgimento de epidemias que ja eram
consideradas sob controle, dentre elas a tuberculose. O niimero de casos da doenca tem
crescido nos Ultimos anos em associacio com a epidemia do virus HIV. O colapso nos
servigos de saude e a emergéncia de bacilos resistentes a multiplas drogas t€m contribuido

para agravar a situagso.

No mundo existem quase 2 bilhdes de individuos infectados com o bacilo da
Tuberculose, a grande maioria vivendo nos paises subdesenvolvidos (Ministério da Saude,
2001). Segundo a OMS, Organizacdo Mundial de Sainde (WHO - World Heaith
Organization), foi estimado que entre 2000 e 2020 aproximadamente um bilhdo de pessoas
serdo infectadas, 200 milhdes desenvolverdo a doenca e 35 milhdes morrerdo se ndo houver
um controle da epidemia. No Brasil, 90 mil novos casos sdo notificados anualmente,
entretanto, estima-se que a incidéncia da doenca seja em torno de 130 mil casos, uma vez

que o indice de sub-notifica¢io ainda ¢ alto (Melo, 1999).

Quando a quimioterapia ¢ utilizada de forma apropriada, apresenta poderoso efeito
sobre a mortalidade causada pela Tuberculose. Contudo, a alta taxa de mortalidade deve-se
principalmente as caracteristicas do tratamento, como os efeitos colaterais causados pelos
antibioticos, o longo tempo de tratamento, a toxicidade a células normais, a resisténcia do
bacilo aos farmacos, a necessidade de administracio de doses freqlientes e de altas
concentragdes dos medicamentos nos compartimentos miracelulares onde o bacilo se aloja.
Esses fatores mostram a necessidade de se desenvolver novas formulacdes para os farmacos
existentes, visando o aumento da sua eficacia terapéutica. Neste sentido, pesquisas de
novos sistemas de veiculagio de farmacos tém surgido com o intuito de direciopar os

medicamentos para alvos especificos no organismo.

Os lipossomas sf3o vesiculas lipidicas que fazem parte dos sistemas de liberagio

controlada de medicamentos, sendo uma op¢do relevante &8 medida que podem encapsular e
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proteger os compostos terapéuticos, transportando-os para o interior das células vivas,

poupando tecidos saudaveis e prolongando os niveis do composto no organismo.

De acordo com alguns estudos, os lipossomas tém apresentado um bom potencial
para o carreamento de varios compostos terapéuticos, aumentando a razfio entre a eficacia e
os efeitos colaterais dos medicamentos, através da alteragdo da sua farmacocinética e
biodistribuigio.

O uso bem sucedido destes sistemas para aplicagdes terap€uticas vai depender
basicamente de suas caracteristicas fisico-quimicas e da metodologia de preparagiio das
vesiculas. A variedade de métodos disponivels para a preparagdo destas vesiculas
possibilita a obtengfio de estruturas de diferentes tipos, tamanhos e estabilidade, permitindo
sua administracfio através de varias rotas como as vias pulmonar, oral e intravenosa, entre

outras.

Nos dltimos anos, pesquisas efetuando-se a administragio pulmonar de lipossomas
encapsulando farmacos para o tratamento de doengas pulmonares vém sendo intensificadas
(Gilbert et al., 1993; Conley et al., 1997; Suntres e Shek, 1998; Waldrep et al, 1998). Estes
estudos tém demonstrado que o uso desses sistemas resultam em agfio localizada dos

farmacos no trato respiratério, diminuindo os efeitos colaterais sistémicos.

Para o tratamento da Tuberculose, investigacbes sobre o transporte dos farmacos
diretamente para os pulmdes sfo desejaveis, pois, apesar da Tuberculose ser uma doenga
sistémica que pode atingir potencialmente varios o0rgdos, o pulmio € o principal portal de
entrada do bacilo causador da doenga, sendo o local de resposta imune micial, bem como
um importante sitio de reativagdo da doenga. Desta forma, a utilizacfio de aerossois de
lipossomas encapsulando os compostos tuberculostaticos poderia ser vantajosa para o
tratamento mais efetivo da doenga. Uma vez que esse transporte permite a deposicdo de
altas concentragdes de farmacos nos pulmdes, doses menores poderiam ser administradas

aos pacientes.

Inserido nessa linha de pesquisa, o presente trabalho tem como objeto de estudo a
preparacio e caracterizagio de lpossomas incorporando isoniazida, pirazinamida, e
estreptomicina, firmacos usuais na terapia primaria da tuberculose. As formulagtes

empregadas na preparacdo das vesiculas visam sua administracio por inalagdo.
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Capitulo 1T

Objetivo

Este trabalho teve como objetivo a encapsulacio estavel dos agentes
tuberculostéticos isoniazida, pirazinamida e estreptomicina em lipossomas unilamelares de
SPC:Col (60:40 mol%), preparados por duas técnicas distintas: a hidratagdio do filme
lipidico, segmida de extrus8o, e a mmjegdo de etanol. Como técnicas de incorporagdo do
farmaco, foram utilizadas a encapsulagfo ativa, através do estabelecimento de gradientes de

pH na membrana lipidica, ¢ a passiva.

Planejamentos experimentais completos 2° foram empregados como ferramentas
para a andlise da influéncia das varidveis razdo molar inicial farmaco/lipidio, da
temperatura € do tempo de incubagio das suspensdes farmaco/lipossomas sobre as

eficiéncias de encapsulacio dos compostos terapéuticos, durante a encapsulagdo ativa.



Capitulo II: Objetivo




Capitulo III: RevisGo da Literatura 5

Capitulo 111

Revisdo da Literatura

3.1. A Tuberculose e sua Terapia Convencional

A Tuberculose ¢ uma doenga infecto-contagiosa causada pelo microrganismo
Mycobacterium tuberculosis. Existe desde o Egito antigo, séculos antes do alemio Robert

Koch anunciar, em 1882, a descoberta do bacilo que hoje leva o seu nome.

A disseminacio da Tuberculose ocorre através do ar. O bacilo € transportado pelas
goticulas de saliva expelidas pela fala, tosse ou espirro dos doentes, podendo contaminar o
ar de locais fechados durante longos periodos. Calcula-se que um novo doente pode infectar
de dez a quinze individuos por ano. Contudo, os individuos infectados ndo necessariamente
desenvolverdio a doenca, pois o sistema imunolégico age como uma barreira, podendo
manter o bacilo inativo por muito tempo (WHQO, 2000). Os focos de infecgio localizados no
pulmio ou em outros lugares podem permanecer latentes, mas com risco de ativagéo
durante muitos anos. Os fatores que favorecem essa ativagiio incluem queda da imunidade e
lesdo local (Berkow, 1989).

Apesar da Tuberculose ser uma doenca muito antiga, os conhecimentos sobre os
mecanismos relacionados com o desenvolvimento da doenga sdo escassos. Segundo
algumas pesquisas, quando o microrganismo entra nos pulmdes, ¢ fagocitado por um
macrofago e, como qualquer organismo estranho, fica localizado em um compartimento
denominado fagossomo, onde pode se multiplicar. Usualmente, o fagossomo se funde a
outro compartimento do macrofago, o lisossomo, que contém enzimas que degradam o
contetdo do fagossomo. Esta fusio nfio ocorre com o M. tuberculosis, que sobrevive deniro
do macréfago. Quando a bactéria se multiplica, o macrdéfago morre, liberando as bactérias
que serdo absorvidas por outros macréfagos. Dentro de duas ou trés semanas, outros
macrofagos e algumas células T se aglomeram no sitio infectado, originando um
granuloma. Em 5% dos casos, a pessoa nio obtém uma resposta imune e a infecgio se
espalha por outras partes do pulméo (Rouhi, 1999).
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A Tuberculose pode atingir outros locais do organismo além dos pulmées. Contudo,
a possibilidade de se encontrar grandes popula¢des bacilares fora do pulmfo e das vias
respiratOrias € pequena uma vez que qualguer outro sitio é menos abastecido de oxigénio.
As formas mais comuns de Tuberculose extrapulmonar sdo: Tuberculose pleural, de

ganglios linfaticos, renal e de vias urinarias (Ministério da Satde, 1997).

A velocidade de multiplicagiio dos bacilos da Tuberculose varia de acordo com sua
localizag#io, podendo ser rapida, lenta ou de maneira intermitente. Sob condi¢Ges 6timas, o
bacilo divide-se a cada 16 a 20 horas, motivo pelo qual a infecgfio se desenvolve lentamente
e € cronica (Uchara e Santoro, 1999). Os bacilos localizam-se: no material caseoso
ligiiefeito que cobre a parede da cavidade, multiplicando-se rapidamente em pH 7,0; no
macrofago, onde o pH menor que 7,0 (ambiente dcido) faz com que a multiplicacdo seja
lenta e; no material caseoso solido, onde multiplicam-se lentamente ou de forma
intermitente devido a presenga de substincias toxicas dos tecidos e a baixa disponibilidade
de oxigénio.

Atualmente a Tuberculose ainda é uma das mais importantes doengas infecto-
contagiosas do mundo, devido ao aumento significativo do nimero de casos nos ultimos
anos. Se até dez anos atras os casos da doenca vinham declinando, sendo considerados
quase sob controle, hoje o quadro se agravou nos mais diferentes contextos sOCiO-
econdmicos, desde areas bastante pobres da Africa até regibes industrializadas como os
EUA e varios paises da Europa.

Em 1993, a Tuberculose foi declarada como uma doenca de emergéncia mundial
pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS), havendo a implementacio de varios
programas para o seu controle. Segundo esse drgdo, 3 milhdes de pessoas morreram da
doenca em todo o mundo em 1995, principalmente nos paises em desenvolvimento. Em
1996, o Brasil apareceu em quarto lugar no mundo com maijor mimero de doentes (85.860
notificacdes), atrds apenas da India, China e Filipinas. Dados do Ministério da Saide
sugerem que o numero de casos da doenga no pais supere o patamar dos 90 mil, com 6 mil

mortes por ano. A estimativa é de que 16 brasileiros sejam infectados por dia (Melo, 1999).

Em 1998, Sdao Paulo teve o maior indice brasileiro de casos notificados de
Tuberculose. De acordo com estatisticas parciais, foram registrados 18.378 casos da

doenga, com 1.500 mortes (Melo, 1999). Em Campinas, identifica-se uma incidéncia anual
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entre 60 ¢ 80 casos novos por 100 mil habitantes, com taxas de letalidade em torno de 10%,
superando a média do Estado nos anos de 1993, 1994, 1996 ¢ 1997 (Secretaria de Saide de
Campinas, 1998).

Este aumento do niimero de casos da doenga € devido, principalmente, a fatores
como desnutricdo, aglomeragio de pessoas, pobreza e ineficiéncia dos servigos ligados a
saiide pablica. Além disso, tem-se verificado um crescimento do niimero de casos de
Tuberculose entre os portadores do virus HIV. Alguns estudos mostraram que ¢ individuo
co-infectado tem um risco de 6 a 100 vezes maior de adoecer por Tuberculose que o
individuo HIV negativo, de modo que a médio prazo isto pode configurar uma situagio
explosiva de Tuberculose na populagdio (Secretaria de Saide de Campinas, 1998). Estes
fatores reforcam as tendéncias de detecgfio tardia e abandono precoce do tratamento,

intensificando o grave problema da multirresisténcia aos antibidticos.

A f(nica vacina contra a Tuberculose disponivel atualmente é a BCG (Bacilo
Calmette-Guérin), que contém bacilos vivos atenuados. Ha provas evidentes de que ela tem
um papel valioso na prevencio de formas graves de Tuberculose infantil (miliar e
meningite), contudo, sua eficacia pode variar de 0 a 80% (Uehara e Santoro, 1999).
Pesquisas para a descoberta de uma nova vacina mais eficaz tém sido realizadas, mas ainda

estdo em fase de desenvolvimento (Agger e Andersen, 2001; Lima et al., 2001).

Classicamente, o tratamento da Tuberculose compreende duas fases: a de ataque ¢ a
de manutengdo. O primeiro e imediato objetivo a ser atingido pela quimioterapia é controlar
a infeccdo (fase de ataque). Isto € alcancado pela morte da grande populagdo de bacilos
existente nas cavidades. O uso de apenas um firmaco ou a administracio inadequada de
mais farmacos pode levar a4 selegio de mutantes resistentes, acarretando a falha do
tratamento. A existéncia de bacilos dormentes nos macrofagos e nas lesdes caseosas
fechadas obriga o prolongamento da terapia (fase de manutengio) para evitar a reativacgio
da doenga (Uehara e Santoro, 1999).

Pesquisas laboratoriais e experiéncias clinicas permitiram o conhecimento de
mecanismos de acio dos firmacos que variam conforme o meio. Os firmacos mais efetivos
contra os bacilos que se multiplicam em pH 7.0 (na cavidade) sfo a estreptomicina, a
isopiazida e a rifampicina. O etambutol tem apenas a¢fo bacteriostatica, ou seja, diminui

somente a velocidade de crescimento. Nos bacilos localizados no interior dos macrofagos
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(pH < 7,0), a prrazinamida € a que tem melhor atuacfio, seguida da isoniazida e da
rifampicina. Nos bacilos com multiplica¢fio intermitente, a rifampicina € considerada como
0 Unico farmaco efetivo. A combinacdo da rifampicina ¢ isoniazida ¢ eficiente na
esterilizacdo das lesdes, pela rapida eliminagfio tanto da populacfio extracelular quanto da

localizada nas lesdes fechadas ou nos macrofagos (Uehara e Santoro, 1999).

A Divisdo Nacional de Pneumologia Sanitaria, através do Programa Nacional de
Controle da Tuberculose, recomenda para novos casos de todas as formas da doenca
(pulmonar e extrapulmonar), exceto para meningite, o tratamento com isoniazida,
pirazinamida e rifampicina durante dois meses, seguido de isoniazida e rifampicina por
quatro meses. Em casos de abandono do primeiro tratamento e recidiva, recomenda-se a
administragiio dos trés farmacos utilizados anteriormente, além do etambutol. Se houver
faléncia desses tratamentos, sdo indicados a pirazinamida, a estreptomicina, a etionamida e
o etambutol. Ocorrendo faléncia deste esquema de tratamento, os pacientes sfo
encaminhados para avaliacfo clinica, testes de resisténcia e, se possivel, identificagfio da
micobactéria. Para esses casos os firmacos utilizados podem ser kanamicina, ofloxacina,
clofazimina, ciclosserina, capreomicina, ciprofloxacina, claritromicina, acido p-amino-
salicilico, norfloxacina, sulfato de rifabutina, sparfloxacina, terizidona e tiacetazona
(Ministério da Sadde, 1997; Uehara e Santoro, 1999).

Embora a terapia da Tuberculose possa resultar em 100% de eficiéncia de cura,
sérios problemas tém sido observados devido a reducfio da eficicia da quimioterapia. Um
dos problemas mais graves € a presenca de mutantes resistentes, que varia de acordo com
cada farmaco. Felizmente, a resisténcia a um farmaco nfio depende da resisténcia a outro. A
incidéncia da resisténcia a associagfo de dois ou mais firmacos € menor (Uehara e Santoro,
1999). Os pacientes atingidos por esses bacilos sfio denominados multidroga resistentes e

contam com poucas alternativas de tratamento.

Além disso, a faléncia da quimioterapia pode ser atribuida a degradaciio dos
farmacos antes de atingir o alvo ou ao baixo nivel de permeabilidade celular as drogas.
Quiras razdes podem ser atribuidas a dificuldade em atingir o sitio de mfecgio
adequadamente com altas concentracdes de farmacos e & inadequada penetracio no interior
dos macréfagos (Deol et al., 1997). Também € importante ressaltar que a administrag¢io dos

farmacos usuais no tratamento da Tuberculose, geralmente feita por via oral, estd associada
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a diversos efeitos colaterais indesejaveis como nduseas, vOmitos, ictericia, diarréia,
alteracdes visuais, toxicidade a tecidos normais, entre outros (Ministério da Saude, 1997),

levando o paciente a se desestimular com o tratamento, interrompendo-o.

Desta forma, observa-se uma necessidade de desenvolver novas técmicas de
tratamento, visando o aumento da eficacia dos farmacos existentes e a reduco dos efeitos
colaterais. Nessa tentativa, os lipossomas, ou vesiculas lipidicas, tém sido considerados,
uma vez que apresentam um bom potencial para o carreamento de antibi6ticos utilizados na
terapia da Tuberculose. PreparagGes de lipossomas contendo os antibidticos tém a
vantagem de serem capazes de transportar altas concentragdes desses compostos para ©
interior dos compartimentos onde a micobactéria esta localizada. Alguns estudos in vitro e
in vivo confirmam isso quando comparam os efeitos dos compostos na forma livre e

encapsulada em lipossomas (Bermudez, 1994).

3.2. Caracteristicas dos Agentes Tuberculostiticos Isoniazida, Pirazinamida e

Estreptomicina

Neste item serfio descritas algumas caracteristicas dos agentes tuberculostéticos
estudados neste trabalho.

A isoniazida foi sintetizada em 1912, mas a sua utiliza¢io na terapia da Tuberculose
s6 ocorreu em 1952. Este farmaco ¢ facilmente absorvido pelo trato gastrointestinal e
difunde-se para todas as células ¢ fluidos corpéreos (Uehara e Santoro, 1999). E o agente
menos toxico, menos oneroso e mais facilmente administrado (Berkow, 1989). O principal
efeito colateral da isoniazida é a hepatite (Uehara ¢ Santoro, 1999). Também podem ocorrer

neurite periférica, ictericia, niuseas e vomitos, entre outros.

Este composto esta disponivel comercialmente na forma de comprimidos de 50, 100
e 300 mg, de xarope (50 mg/ml) e de ampolas (100 mg/ml) para inje¢do intramuscular
(AEGIS, 2001 a).

Sua solubilidade em agua a 25°C é de 14,0 ¢/100ml (1,0 M), e a 40°C ¢ de
26,0 ¢/100mL (1,9 M); em alcool, a25°C, é de 2,0 g/100mL; em cloroférmio & de
0,1 g/100ml.. Em éter € benzeno, o composto ¢ praticamente insolivel {The Merck Index,
1989; Brewer, 1977).



10 Capitulo II: Revisdo da Literatura

A 1isoniazida possui massa molecular de 137,1 Da, e sua estrutura quimica esta

ilustrada na Figura 3.1.

CONHNH,
Figura 3.1: Estrutura do agente tuberculostatico isoniazida (fonte: The Merck Index, 1989).

A pirazinamida € a pirazina sintética analoga da nicotinamida. Foi introduzida em
1952 e, devido aos seus efeitos colaterais, seu uso foi abandonado. Em estudos posteriores
com dosagens menores nio foram observados os efeitos relatados anteriormente. Este
farmaco possui atividade antituberculose in vitro somente em ambiente acido. E bem
absorvida no trato gastrointestinal e distribui-se pelo corpo. Seus principais efeitos
colaterais s3o artralgia, vOmitos e nduseas (Uehara e Santoro, 1999). Este farmaco €
administrado por via oral, estando comercialmente disponivel na forma de comprimidos de

500 mg (AEGIS, 2001 b).

O composto possui uma solubilidade em agua de 15 mg/mL (0,12 M), em metanol
de 13,8 mg/mL, em etanol absoluto ;de 5,7 mg/ml., em iso-octano de 0,01 mg/mL e em
cloroférmio de 7.4 mg/ml. (The Merck Index, 1989). Sua massa molecular € de 123,1 Da, e

sua estrutura quimica estd apresentada na Figura 3.2.

CONH,
N
®

Figura 3.2: Estrutura do agente tuberculostdtico pirazinamida (fonte: The Merck Index,
1989).

A estreptomicina € membro da familia dos aminoglicosidios. Foi introduzida para
uso clinico em 1944, sendo o primeiro agente quimioterapéutico a ser uftilizado no

tratamento da Tuberculose, permanecendo ainda como um dos mais importantes farmacos
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neste sentido. A toxicidade deste composto é o fator limitante do seu uso prolongado
(Uehara e Santoro, 1999). Seus principais efeitos colaterais sfo perda de equilibrio e
diminuicdo da audi¢io (Ministério da Saide, 1997).

E um composto pobremente absorvido no trato gastrointestinal, tendo absorgio
imediata apos administragdo intramuscular, sendo largamente distribuido por todo ©
organismo. E comercializado em ampolas de sulfato de estreptomicina (1,0 g de firmaco

em 2,5 mL) para administracéo por via intramuscular (AEGIS, 2001 ¢).

O sulfato de estreptomicina possui massa molecular de 1457,4 Da, apresentando as
seguintes solubilidades a 28°C (em mg/mL): >20,0 em agua; 0,85 em metanol; 0,30 em
etanol; 0,035 em éter (The Merck Index, 1989). A Figura 3.3 ilustra a estrutura quimica da

estreptomicina.

Apesar de serem considerados altamente tOxicos, esses firmacos estdo entre os mais
usados no tratamento da doenga. Dentre os maiores desafios de uma nova quimioterapia
para a Tuberculose esta a descoberta de novas formulagbes mais eficazes, com efeitos

colaterais reduzidos e que permitam um curto periodo de tratamento.

iy
hﬁ” H NHCNH,
- H
[ OH
o H
H O
CHO
cHy ¥l
OH o
H
R=CH,NH
CHOH
Ay i
OH H

Figura 3.3: Estrutura do agente tuberculostitico estreptomicina (fonte: The Merck Index,
1989).
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3.3. Caracteristicas Gerais dos Lipossomas

Os lipossomas fazem parte dos sisternas coloidais de liberagiio controlada de
compostos terapéuticos da medicina moderna, sendo utilizados como transportadores de
farmacos na terapia de alguns tipos de céncer, de infecgdes fungicas e de leishmaniose
(Deol e Khuller, 1997). Essas vesiculas sdo utilizadas como veiculos para o transporte de

medicamentos porque a sua composi¢io € compativel com os constituintes biologicos.

Lipossomas sdo vesiculas que consistem em uma ou mais bicamadas lipidicas,
normalmente constituidas por fosfolipidios e colesterol, separadas por compartimentos

AquUOS0s.

Os fosfolipidios possuem um cardter anfifilico, apresentando em sua estrutura
regiGes polares (grupos fosfato) e apolares (cadeias longas de acidos graxos). Em solucGes
aquosas, as regides hidrofobicas tendem a se fechar sobre si, enquanto as regides
hidrofilicas ficam em contato com a fase aquosa. A organizagio estrutural dos compostos
anfifilicos depende da contribuicdo relativa das regides hidrofébicas e hidrofilicas das

moléculas envolvidas (Crommelin e Schreier, 1994; Israclachvili, 1994).

Devido a sua estrutura em bicamadas, os lipossomas sdo capazes de alojar uma
grande gama de substincias: drogas hidrofilicas sfio dissolvidas em regiGes aquosas e
drogas hidrofébicas sdo associadas com as bicamadas lipidicas (Taylor e Newton, 1992). Se
uma droga apresentar carater tanto hidrofilico quanto hidrofébico, poderd se acumular em
ambas as regides ou ficar parcialmente imersa na bicamada lipidica. A estrutura basica de
urn lipossoma e a possivel localizacio das substincias incorporadas € apresentada na Figura
3.4.

Os lipossomas podem ser classificados de acorde com suas propriedades estruturais
e com seu método de preparacgio, apresentando tamanhos e nimero de bicamadas distintos.
Vesiculas que sdo compostas por vérias bicamadas sucessivamente separadas por
compartimentos fluidos sfo depominadas vesiculas multilamelares (VML), enquanto
aquelas que possuem outros lipossomas no seu interior sfo classificadas como vesiculas
multivesiculares (VMYV). Ja as vesiculas unilamelares apresentam uma dnica bicamada e

uma regifio aquosa central, podendo ser pequenas (VUP), grandes (VUG) ou gigantes
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(VUGI). Os didmetros destas estruturas podem variar da ordem de dezenas de nandmetros a

dezenas de micra (Crommelin e Schreier, 1994). A Figura 3.5 ilustra essa classificaco.

Figura 3.4: Representagfio esquematica de um lipossoma. Compostos hidrofilicos alojam-se
no cerne aquoso (cor amarela), ou ficam ligados 4 superficie interna/externa (lilds).
Compostos hidrofobicos localizam-se na bicamada lipidica (azul) e os compostos
anfifilicos ficam parcialmente imersos na bicamada (verde). Figura adaptada de Ribas,
1997.

©- 00 0OY

Figura 3.5: Classificacfio de lipossomas quanto ao didmetro (D) e 4 morfologia. (a) VUP:

vesicula unilamelar pequena (20<D<100nm); (b) VUG: vesicula unilamelar grande
(D>100nm); (c} VML: vesicula multilamelar {D>0,5um); (d) VOL: vesicula oligolamelar
(0,1<D<1um); (¢) VMV: vesicula multivesicular (D>1pm). Figura adaptada de Crommelin
e Schreier, 1994.
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Além da variagdo de tamanho, niimero e posi¢@o das lamelas, os lipossomas diferem
também em relagdo a rigidez da bicamada. Dependendo da selecfio dos lipidios e da técnica
de preparaciio, esses pardmetros influenciam o comportamento dos lipossomas tanto in vivo
como in vitro. A selecio dos constituintes dos lipossomas deve ser baseada na sua

biocompatibilidade e auséncia de toxicidade (Crommelin e Schreier, 1994).

Para a formagio dos lipossomas, varios tipos de lipidios e outros compostos
anfifilicos podem ser utilizados. Os’ fosfolipidios sfio os compostos mais comumente
utilizados, principalmente se as \}ésiculas sdo déétinadas a aplicagOes terapéuticas. Eles
podem ser classificados em cinco grupos: fosfolipidios de fontes naturais, fosfolipidios
naturais modificados, fosfolipidios semi-sintéticos, fosfolipidios completamente sintéticos e
fosfolipidios com grupos polares modificados (Crommelin e Schreier, 1994). A estrutura
basica de um fosfolipidio ¢ ilustrada na Figura 3.6, ¢ a Tabela 3.1 apresenta alguns

grupamentos X e os nomes dos fosfolipidios resultantes.

0

|
O CH2-0-P-X

1 f (H
R1 VAVAVAVANVANVAVAVANIR C- O-CH ')

R? VAVAVAVAVAVANVAVANE C- O-CH2
il
0

Figura 3.6: Estrutura basica de um fosfolipidio.
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Tabela 3.1: Estrutura quimica do grupo X ligado ao grupo fosfato. ME refere-se ao grupo

metil.
Estrutura do Grupo X Fosfolipidio
I}de
Me
O-CH,-CH,-NH;* Fosfatidiletanolamina
NH; ™ - )
-~ Fosfatidilserina
O-CH
~
CO0o-

O0-CH, -CH-CH,

} |
OH OH

Fosfatidilglicerol

OH
0 Fosfatidilinositol

OH

A fosfatidilcolina (PC), também conhecida como lecitina, pode ser obtida de fontes
naturais ou sinteticamente. Este composto ¢ extraido da gema do ovo, da soja e, de forma
menos comum, do coracio e da medula espinhal de bovinos. Como € o principal tipo de
fosfolipidio presente em muitas membranas celulares, ¢ freqlientemente empregada como
constituinte dos Hpossomas. A PC também € muito utilizada devido a seu custo
relativamente baixo quando comparado a outros fosfolipidios, além de possuir carga liquida

neutra em pH fisiologico e ter baixa reatividade quimica. A lecitina de fonte naturais é na
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verdade uma mistura de fosfatidilcolinas, com cadeias de hidrocarbonetos de diferentes

comprimentos e graus de insaturaciio (New, 1990).

QOutros tipos de lipidios que podem ser utilizados na preparacdo das vesiculas sfo os
esterois. Dentro dessa categoria tem-se o colesterol, que estd presente em grandes
quantidades nas membranas celulares de mamiferos. Este lipidio, isoladamente, nio € capaz
de se organizar em bicamadas, mas pode ser incorporade em membranas de fosfolipidios

em altas propor¢des (até 50%), conferindo-lhes maior estabilidade (New, 1990).

Dependendo do tipo do fosfolipidio e da temperatura utilizada, as bicamadas podem
se encontrar em um estado de gel (ordenadas), com as cadeias de hidrocarboneto totalmente
estendidas ¢ empacotadas bem préximas umas das outras, ou em estado de liquido-
cristalino (desordenadas), onde as cadeias estdo aleatoriamente ordenadas ¢ fluidas. A
mudanca de uma fase para outra ocorre pa temperatura de transigdio T,, (New, 1990). Esta
temperatura depende da natureza do fosfolipidio como comprimento e grau de saturagio
das cadeias apolares e tipo de grupamento polar, podendo variar de -15°C para a
fosfatidilcolina de ovo, que possui elevado grau de insaturagio, até mais de 50°C para a
distearoilfosfatidilcolina, que ¢ completamente saturada (Crommelin e Schreier, 1994). As
bicamadas em gel tendem a ser mais rigidas e menos permeaveis que as em estado de

liquido-cristalino.

3.4. Comportamento dos Lipossomas em Fluidos Biologicos

Os lipossomas podem interagir por adsor¢o com praticamente qualquer tipo de
célula. Apés a adsorcdo, as vesiculas podem sofrer processos de endocitose, sendo
englobadas pelas células, de troca de hipidios com a membrana celular, ou de fusdo a célula,
onde a bicamada lipidica dos lipossomas integra-se 3 membrana celular ¢ o conteudo

aquoso da vesicula € anexado ao fluido citoplasmatico (Ostro, 1987).

Outra caracteristica do comportamento dos lipossomas ir vivo ¢ sua interagdo com
componentes dos fluidos biologices, como as proteinas. Quando os lipossomas entram no
fluxo sangiiineo, ha predominantemente interagdes com as lipoproteinas do sangue e com
as opsoninas, proteinas que tém a funcfio de promover o ripido reconhecimento e

conseqiiente remocio das vesiculas da corrente sangiiinea. Esta remoc#o € feita por células
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do sistema fagocitdrio, também conhecido como sistema reticuloendotelial (SRE). As
lipoproteinas por sua vez, quando adsorvidas na superficie dos lipossomas, desestabilizam a
bicamada pela troca de lipidios (Woodle e Lasic, 1992).

O uso de lipossomas como sistemas de liberagiio controlada de compostos
terapéuticos utilizados em doengas associadas ao SRE pode ser bastante eficiente, uma vez
que os lipossomas convencionais sdo facilmente capturados pelas células desse sistema
(Ostro, 1987). Contudo, quando o alvo € um tecido diferente do SRE, a rapida remocio das

vesiculas lipidicas torna-se um fator limitante para o uso de lipossomas.

Com o propésito de aumentar a estabilidade dos lipossomas no meio biologico,
foram desenvolvidas novas vesiculas introduzindo na bicamada lipidica grupos especiais
como os gangliosidios (como GMI1) ou fosfatidilinositol hidrogenado de soja (HSPI).
Contudo, uma limitagdo para o uso do GM1 ¢ seu alto custo, e no caso do HSPI ¢ a sua
reduzida solubilidade em diversos solventes, dificultando a formacdo de lipossomas
uniformes (Allen et al., 1985; Klibanov et al., 1990; Gabizon e Papahadjopoulos, 1992;
Lasic, 1993).

Desta forma, buscando-se superar esta limitacdo, foi avaliada a incorporagio de
polimeros hidrossoliiveis as vesiculas lipidicas. Lipidios sintéticos contendo grupos
poliméricos resultantes do acoplamento covalente de cadeias de polietilenoglicol (PEG) aos
fosfolipidios surgiram como materiais capazes de aumentar o tempo de circulacio das
vesiculas lipidicas, aumentando sua estabilidade. Estes lipossomas estericamente
estabilizados sdo denominados Stealth e sdo capazes de escapar do sistema
reticuloendotelial (SRE) por periodos de tempo relativamente longos, sendo uma opcio
relevante na administra¢io por via intravenosa (Klibanov et al., 1990; Woodle et al., 1992).

3.5. Mecanismos de Formacdo dos Lipossomas

Apesar do crescente uso dos lipossomas para diversas aplicagdes, os mecanismos de
formacdo destas vesiculas ainda nfo sfo completamente conhecidos. Isso se deve ao fato
dos métodos de analise disponiveis n3o serem capazes de caracterizar as estruturas
intermedidrias no processo de formacfio das vesiculas, pois a instabilidade termodindmica

destas estruturas de vida curta dificulta bastante analises mais detalhadas (Lasic em 1988).
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Alguns mecanismos de formagio de vesiculas foram sugeridos por Lasic em 1988.
De acordo com este autor, com adigiio de uma fase aquosa a um filme lipidico seco, ocorre
permeacdo desta fase através das bicamadas de lipidios, sendo a hidratacfio da monocamada
mais externa maior que a das camadas internas. Desta forma, hd formacfo de bolhas
convexas, uma vez que a area superficial das cabegas polares cresce com o aumento da
hidratagfio. A transformacfo para de ocorrer quando ¢ atingida uma distincia de equilibrio
entre as bicamadas. Agitando-se o sistema, as bicamadas se fecham, formando vesiculas
multilamelares ovais. Apds algum tempo, estas vesiculas se transformam em estruturas
esféricas que retém volumes maiores e possuem energias de curvatura menores. Este

processo € ilustrado na Figura 3.7.

Figura 3.7: Representacdo esquemética da formacdo de vesiculas multilamelares pelo
método de hidratagio do filme lipidico seco. As linhas representam as bicamadas lipidicas.
Figura adaptada de Lasic, 1988.

Lasic (1988) também propds a existéncia de fragmentos da bicamada lipidica como
estruturas intermedidrias no processo de formaco das vesiculas. Quando ha dissipacdo de
energia no sisterna, as bicamadas ja existentes sfio rompidas, havendo formacio de

fragmentos de bicamada, que sfo instaveis devido ao contato desfavoravel de suas
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extremidades apolares com o meio aquoso. O rearranjo das moléculas hidrofobicas causa
um arqueamento da estrutura que acaba se fechando totalmente, formando assim vesiculas

unilamelares.

Os lipossomas também podem ser formados pelo processo de remoglo de
detergente. Neste caso, tem-se a principio uma solucio de micelas mistas consistindo de
moléculas de detergente e de fosfolipidios. Com a remogfio de detergente, as cadeias
hidrofébicas de fosfolipidios ficam expostas a fase aquosa e, em uma tentativa de
minimizar essa exposicfio, fecham-se sobre si, formando as vesiculas (Crommehln e

Schreier, 1994).

3.6. Técnicas para Preparacio dos Lipossomas

Nos 1dltimos anos, as técnicas de preparacio de lipossomas tém sido descritas
extensivamente em vdarias bibliografias, como por exemplo New (1990), Talsma e
Crommelin (1992), Lasic (1993), Crommelin e Schreier (1994), e Barenholz ¢ Crommelin
(1994). Nos diferentes procedimentos de preparagiio, um padriio geral pode ser
discriminado: primeiramente os lipidios devem ser hidratados, os lipossomas tém seu
tamanho reduzido e, finalmente, a droga nfio encapsulada deve ser removida. As principais
técnicas para a preparacio de lipossomas, juntamente com os tipos de vesiculas obtidas sdo

apresentados na Tabela 3.2.

Dentre as principais técnicas que envolvem a preparaciio das vesiculas, pode-se citar
técnicas de dispersdo mecdnica, de substituicdo de solventes orgéinicos por solugdes
aquosas, de remocio de detergente, de modificaciio de tamanho e fusio de vesiculas, € de
variagtes de pH durante a hidratagdo dos lipidios (New, 1990). Todas as metodologias
apresentam vantagens e desvantagens, nfo havendo uma metodologia 6tima que possa ser

usada universalmente.

Os métodos de preparagdo de lipossomas utilizados neste trabalho sfo o de
hidratagdo do filme e o de injecdo de etanol. Por isto, apenas estes serfio detalhados aqui.
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Tabela 3.2: Métodos de preparacgdo e tipos de vesiculas obtidas (adaptado de Barenholz e

Crommelin, 1994).

Método de preparacio

Tipo de vesicula

Etapa de Hidrataciio
1. Métodos mecdnicos
Agitacdo manual ou por vortice VML
Técnica de microfluidizacdo VUP
Borbulhamento de gés inerte VML, VUG
Homogeneizagio com alto cisathamento VUP

2. Métodos baseados na troca de solventes orgdnicos por meios aquosos

Remogio de solvente orginico antes da hidratagéio

VML, VOL, VUP

Evaporagdo de fase reversa

VML, VOL, VUG

Uso de solventes imisciveis com agua

VML, VOL, VUG

Uso de solventes misciveis com dgua (injecdo de etanol)

VML, VOL, VUP

3. Métodos buseados na remocdo de detergente

Cromatografia de filtragfio em gel vuUP
Dialise VML, VOL, VUG
Dialise rdpida VOL, VUG

Técnicas mistas

VML, VOL, VUP, VUG

4. Métodos baseados na mudanca de tamanho e fusdo

Fus#o espontdnea de VUP na fase de gel VUG
Congelamento-Descongelamento VML

Liofilizagdo VML
Desidratacdo- Reidratagdo de VUP VUP, VUG

FusZio induzida por jons Ca®" VML, VOL, VUG
Crescimento das vesiculas induzido por detergente VOL, VUG

3. Métodos baseados no ajuste de pH

Etapa de reducéio de tamanho

1. Extrusdo a alta pressdo

VOL, VUP, VUG

2. Extrusdo a baixa pressdo

VUP, VUG

3. Tratamento ultrassénico

VUP

Etapa de remocio de material nfo encapsulado

1. Didlise

2. Ultracentrifugacdo

3. Cromatografia de permeacdo em gel

4. Resinas de troca idnica
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O método de hidrataciio do filme lipidico é baseado no conceito de formagio de
lipossomas por dispersdo mecanica. Neste método, um filme fino de lipidios € depositado
nas paredes de um recipiente (baldo de fundo redondo, por exemplo) apos a evaporagio do
solvente orginico. As vesiculas sfo formadas quando a fase aquosa em excesso é

adicionada ao sistema, sob agitaco.

Mesmo antes da adicfio da fase aquosa, os lipidios que formam o filme seco ja estio
dispostos de forma a separar as regides hidrofilicas das hidrofébicas, na mesma
conformacfo das bicamadas dos lipossomas. Sob agitagfo, as camadas de lipidios comecam
a inchar e, 2 medida que sofrem agitagio, desprendem-se do suporte ja na forma de

vesiculas multilamelares {(New, 1990).

Segundo New (1990), na classe de métodos por dispersdo de solventes, os lipidios
sd0 dissolvidos em uma solugfio orgénica, a qual € colocada em contato com a fase aquosa,
contendo ou ndo o material a ser encapsulado. A dispersdo de solventes subdivide-se em
trés categorias: a) o solvente organico € miscivel com a fase aquosa; b) o solvente orgénico
¢ miscivel com a fase aquosa, estando esta em excesso €; ¢) o solvente orginico esta em

excesso € ¢ imiscivel com a fase aquosa.

O método de inje¢do de etanol pertence a categoria na qual o solvente orginico é
miscivel com a fase aquosa. Este método foi originalmente descrito por Batzri ¢ Kom
{1973) e consiste na mjecdo rapida de uma solugfio lipidica de etanol em uma fase aquosa,
através de uma fina agutha acoplada a uma seringa. A presséo de injeco ¢ geralmente
suficiente para fornecer uma completa mistura, sendo o etanol diluido quase que
instantaneamente na fase aquosa, e as moléculas de fosfolipidios dispersas por todo o meio.
Esta técnica possibilita a formacgéo de vesiculas unilamelares pequenas (didmetros em torno
de 25 nm). Contudo, agregados de lipidios e vesiculas maiores podem ser formados se a

mistura nio for eficiente.

Este método tem como vantagens sua simplicidade e rapidez, além do risco muito
menor de causar degradacéio aos lipidios. As limitagGes principais deste método sfo a baixa
solubilidade de certos lipidios em etanol (40 mM para fosfatidilcolina de ovo) e o baixo
volume de etanol que pode ser injetado no meio (maximo de 7,5% vol/volyyy), resultando
em uma suspensdo de lipossomas geralmente diluida, embora seja possivel concentrar a

suspensio através de ultrafiltracio a baixa pressio. Segundo Lasic (1993), é possivel



22 Capitulo IIT: Revisdo da Literatura

aumentar a concentracéo de lipidios na solugo, aumentando—sé a temperatura do processo.
Solugdes de lecitina em solventes organicos (100 mM de concentragio) sio normalmente
preparadas a temperaturas mais elevadas (60°C), e injetadas em fase aquosa aquecida
apropriadamente. Contudo, os lipossomas resultantes sdo grandes e heterogéneos, com
didmetros médios entre 0,2 e 10 um. Posteriormente, as amostras devem ser verificadas

quanto 3 possivel precipitacdo do colesterol.

Outras limitagSes sSio a baixa eficiéncia de encapsulagio para compostos
hidrofilicos € a necessidade de remocdo de etanol das bicamadas lipidicas para vesiculas
destinadas a aplicagbes terapéuticas. Essa remogio pode ser feita por didlise ou

cromatografia de permeacgfio em gel, por exemplo.

Outro fator importante, ¢ a possibilidade de ampliacfio de escala para a produgio de
uma maior quantidade de lipossomas (Lasic, 1993). Este fator € importante uma vez que o

escalonamento € um fator limitante na tecnologia de lipossomas.

De acordo com Kriftner (1992), a partir de modificagSes no método de injeciio de
etanol proposto por Batzri e Korn (1973), foi possivel a obten¢io de grandes quantidades
de lipossomas encapsulando econazol, substincia antimicotica com caracteristicas
hidrofobicas. Foi realizada a incorporagéio passiva do farmaco, conseguindo-se 90% de

eficiéncia de encapsulacio em vesiculas com didmetro entre 115 e 600 nm.

Na etapa de redugdo de tamanho, pode-se utilizar técnicas de extrusfo a alta ou
baixa pressdo, e sonicacio de vesiculas multilamelares. Os lipossomas devem ser
dimensionados conforme o alvo de destino, por exemplo: vesiculas com didmetro de até
0,1pum s3o mais adequadas para aplicagdo por via mtravenosa, enquanto vesiculas com
didmetros entre 0,1 e 2,0 um sdo adequadas para o transporte pulmonar (Lasic, 1993;
Bridges e Taylor, 2000).

Como os lipossomas sdo muito maiores gue ¢ material encapsulado em seu interior,
a separacdo dos compostos nio incorporados pode ser realizada com base nas diferengas de
tamanho, utilizando-se técnicas como didlise, cromatografia de permeacio em gel ou
ultrafiltracio. Em casos onde proteinas ou DNA estio sendo encapsulados, ou guando o

material nio incorporado pode formar grandes agregados, a técnica de centrifugacdo pode
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ser empregada, aproveitando-se as diferencas de densidade entre a vesicula e o soluto
(New, 1990).

3.7. Encapsulacio de Compostos Terapéuticos nos Lipossomas

Geralmente, as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos terapéuticos definem
sua localizac8o nos Hpossomas, sugerindo as técnicas mais adequadas a serem utilizadas na
sua encapsulacio. Dados de solubilidade, massa molecular do farmaco e coeficientes de
particdo ddo indicios das diferencas observadas nas caracteristicas de encapsulagio dos
farmacos (Madden et al., 1990).

A encapsulagdo de compostos terapéuticos em lipossomas pode ser realizada por
mcorporacfo ativa ou passiva (Mayer et al., 1986). Na encapsulacio passiva, o composto é
incorporado no lipossoma durante a sua formacgdo ou em uma etapa do processo de
preparacdio, na qual a estrutura do lipossoma se encontra perturbada, como, por exemplo,
durante a hidratagio das bicamadas lipidicas com uma solugéo de farmaco. Nesta técnica, a
eficiéncia de encapsulacio de compostos terapéuticos hidrofilicos pode variar com o
tamanho do lipossoma devido #s mudangas no volume retido no interior da vesicula
(Madden et al., 1990, Crommelin e Schreier, 1994). Para compostos com caracteristicas
predominantemente hidrofdbicas, a incorporagfio pode ser feita diretamente na bicamada
lipidica, solubilizando-se os lipidios € 0s compostos simultaneamente no solvente organico.
Desta forma, a quantidade de farmaco encapsulado ¢ limitada pela estabilidade da
bicamada lipidica formada, pois o nimero de moléculas do composto acomodado ndo deve

afetar substancialmente o empacotamento das moléculas de lipidios (Justo, 1999).

Na encapsulagio ativa, o composto terapéutico € incorporado ao lipossoma gue
apresenta um gradiente de ions entre as fases aquosas interna e externa, havendo uma
diferenca de pH entre as fases, sendo, geralmente, o cerne aquoso mais acido. Esta técnica
de incorporacdo envolve a permeagdo de espécies neutras (nfio ionizadas) através da
bicamada lipidica, havendo ionizacdo das espécies no interior da vesicula. As moléculas
carregadas, por sua vez, nfo sio capazes de atravessar a bicamada, acumulando-se no
interior do lipossoma. Assim, para atingir altos niveis de encapsulagfo, o interior das
vesiculas deve estar altamente tamponado para manter o gradiente de pH durante o

acimulo do farmaco (Mayer et al. 1990). A capacidade tamponante no interior dos
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lipossomas pode ser aumentada através da reducfio do pH do meio intravesicular. Contudo,

um pH muito baixo pode causar hidrolise acida das cadeias lipidicas (Mayer, 1993).

Segundo Mayer (1993), um tamp#o que representa uma boa op¢fo quando se deseja
um pH menor que 5,0 no interior da vesicula ¢ o acido citrico. Esse tampfo pode ser
empregado porque € largamente utilizado em formulagdes terapéuticas injetaveis. Além

disso, € um tampdo triprético, que exibe uma ampla faixa tamponante (pH 3,0 a 6,5).

Este tipo de encapsulacdo é especialmente util para aminas lipofilicas, moléculas
constituintes de varios compostos terapéuticos (Mayer et al. 1990). A técnica de

encapsulacfio ativa esta representada na Figura 3.8.

pH=7,4

.H_4 0 .
pH=74 Férmaco
. ‘ Protonado

Fa,rmaco
Neutro

Figura 3.8: Esquema da técnica de encapsulagiio ativa de compostos ferapéuticos em
lipossomas. (1) Preparacfio dos lipossomas a pH 4,0; (2) estabelecimento de um gradiente
transmembrana; (3) incubacéio dos lipossomas com o firmaco; (4) incorporagdo do farmaco
(adaptada de Justo, 1999).

A influéncia do gradiente de protons nas concentracSes de firmacos nas fases
aquosas interna e externa das vesiculas pode ser avaliada pela equagdo de Henderson

Hasselbach:
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{HA+]intema - [H+]intema
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onde [HA"] ¢ a concentragfio do composto terapéutico ionizado.

Nos ultimos anos tém sido realizados alguns estudos sobre a incorporagio de
compostos terapeuticos em resposta a gradientes de pH. Em 1990, Madden et al. avaliaram
a habilidade de farmacos representantes de varias classes (antineoplasicos, anti-
histamfnicos, anestésicos locais, analgésicos, antidepressivos entre outros) em se acumular
no interior de lipossomas unilamelares em resposta a gradientes de pH. Estes autores
observaram que o nivel e a estabilidade de absorgo variam consideravelmente entre os
diferentes farmacos, e associaram essas diferencas a fatores como coeficiente de parti¢éo,
solubilidade e pKa do farmaco em questdio. Segundo os pesquisadores, a técnica de
encapsulacdo ativa pode ser largamente utilizada para encapsular agentes terapéuticos em
lipossomas, podendo-se obter razdes molares farmaco/lipidio muito maiores que com
técnicas de encapsulagio convencionais. Além disso, quando se utiliza esta técnica, €
possivel controlar a taxa de liberagdo da droga por modificagdes na capacidade tamponante

do meio mntravesicular.

Uma forma alternativa para gerar um gradiente de pH sobre a bicamada lipidica foi
descrita por Haran et al. (1993). Gradientes de sulfato de amdnio foram usados para a
obtencio de gradientes de pH nos lipossomas, conseguindo-se um acumulo eficiente e
estavel de bases anfipaticas, como a doxorrubicina, no interior das vesiculas. Nesta técnica,
o pH interno cai, pois a passagem da molécula neutra do meio aquoso interno para o
externo torna o interior do lipossoma protonado. Este transporte é um resultado da
diferenca de concentracgfio sobre a bicamada e € dirigido pela difusfio. Segundo os autores,
os niveis de encapsulacdo ¢ estabilidade foram dependentes da composi¢do lipidica,
qualidade do lipidio, temperatura € magnitude do gradiente de sulfato de amdmio, bem
como da hidrofobicidade, solubilidade e pKa do farmaco. Este método difere de outras
técnicas de encapsulagfio ativa uma vez que ndo requer a preparagio das vesiculas em pH

baixo, nem a neutralizacdo do meio aquoso externo 3s vesiculas. A magnitude do gradiente
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pode ser controlada facilmente por diluigiio da dispersdo de lipossomas com uma mistura

isoosmética de um soluto nfio permedvel.

Com o intuito de identificar os pardmetros que geram um aumento na absorcio ¢ na
retengdo de farmacos contendo aminas, Maurer-Spurej et al. (1999) avaliaram a
incorporacdo de quatro farmacos (doxorrubicina, epirrubicina, ciprofloxacina e vincristina)
em VUG, utilizando a técnica de encapsulagio em resposta a gradientes de pH induzidos
por gradientes de aminas. Os resultados apresentados indicaram que os fatores que
conduzem a um aumento na particdo do firmaco na bicamada lipidica da vesicula
melhoram as propricdades de retencdo. As observagdes que sustentam esta conclusio
incluem a absorco muito maior de doxorrubicina e epirrubicina em relagio a
ciprofloxacina e vincristina para vesiculas contendo sulfato de diamina, ¢ 0 aumento na
retengdio de ciprofloxacina e vincristina com a adicio do fosfolipidio carregado
negativamente, DSPG, na bicamada da vesicula. Os pesquisadores observaram que para os
sulfatos de monoamina, o aumento da hidrofobicidade ndo afetou a absor¢do e a retencio
de bases fracas empregadas, sugerindo que uma carga superficial positiva na interface
agua-monocamada mais interna nfio influencia a absor¢io e liberacdo de farmacos
carregados positivamente. Contudo, a retengdo dos farmacos no interior dos lipossomas foi
altamente influenciada pelas caracteristicas do firmaco em particutar. O acimulo muito
maior verificado para doxorrubicina e epirrubicina em relagdo a ciprofloxacina e vincristina

foi relacionado aos diferentes coeficientes de particio membrana/agua destes frmacos.

Uma oufra mvestigacdo importante foi realizada por Mayer et al. (1999). Os
pesquisadores demonstraram que lipossomas vazios exibindo um gradiente de pH,
presentes na circulacio, s3o capazes de encapsular doxorrubicina injetada
subseqiientemente na forma livre. Lipossomas pequenos constituidos de
fosfatidilcolina/colesterol (55:45 mol%) foram administrados por via intravenosa uma hora
antes da inje¢do do farmaco livre, e niveis do farmaco no plasma, toxicidade e eficacia do
farmaco foram avaliados. Os resultados mostraram uma alteragdo nas propriedades
farmacocinéticas do farmaco associada através da encapsulacio in vivo, verificada por um
decréscimo na toxicidade ¢ um aumento da atividade do fiarmaco. De acordo com os

autores, este método apresenta vantagens claras no que diz respeito a problemas de
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estabilidade quimica e habilidade de retencéio do farmaco nos lipossomas, uma vez que o

farmaco néo sofre liberagio indesejada durante o periodo de estocagem.

Pode-se dizer, de acordo com os estudos realizados, que a técnica de incorporagio
ativa de compostos terapéuticos em lipossomas apresenta algumas vantagens como a
obtengio de elevadas eficiéncias de encapsulagdo, n3o ha necessidade de remocdo do
material ndo encapsulado se a eficiéncia de encapsulagdo for de 100%, evita-se a exposi¢io
do composto encapsulado a solventes orgdnicos, detergentes ou a condigdes onde seja
envolvido cisalhamento intenso e, finalmente, permite-se que a encapsulagio seja feita
imediatamente antes do uso dos lipossomas, evitando-se a degrada¢fo dos compostos € a

desestabilizacédo da vesicula durante o periodo de estocagem.

3.8. Caracterizacdo dos Lipossomas

Apés a incorporagdo do composto terapéutico nos lipossomas e a remocdo da
quantidade ndo encapsulada, as vesiculas podem ser caracterizadas quanto &s concentracdes
de lipidios e de composto terapéutico, ao didmetro médio, a estabilidade de estocagem e a

estabilidade em solucio de tensoativos ndo-idnicos, entre outros.

A determinagdo da concentragdo de lipidios pode ser feita por analise quantitativa
de ions fosfato em solugfio. Para a determinagio da concentracdo de composto terapéutico
encapsulado, pode-se fazer uma avalia¢io da absorbincia ou fluorescéncia da amostra, caso
0 composto incorporado as apresente, apés o rompimento das vesiculas com solventes
organicos (etano! ou metancl) ou com detergentes (Triton X-100), por exemplo. A partir
dos dados de concentraciio de lipidios € de composto terapéutico de uma determinada
amostra, € possivel avaliar a eficiéncia de encapsulagdo, pela comparacio entre as razdes

molares inicial e final farmaco/lipidio antes e apds a remocfio do firmaco ndio encapsulado.

Normalmente, a distribuic@io dos tamanhos dos lipossomas formados pode ser obtida
por espectroscopia de espathamento de luz por incidéncia de raios laser (quase-elastic light

scattering, QLS).

Como os agentes terapéuticos contidos nos lipossormas so atingirdo o paciente apds
um determinado tempo, as vesiculas preferencialmente nfo devem mudar suas

caracteristicas nem perder os compostos encapsulados durante a estocagem.
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A estabilidade de estocagem das vesiculas preparadas ¢ muito importante do ponto
de vista farmacolégico, podendo ser afetada por fatores fisicos, quimicos ou
microbiolégicos (Crommelin e Schreier, 1994). A instabilidade fisica estd associada a
liberagdo indesejada do farmaco e as mudangas de tamanho e forma das vesiculas,
decorrentes de processos de agregaciio ou fusfio dos lipossomas. A instabilidade quimica
por sua vez estd relacionada a degradacio do farmaco ou dos lipidios. Sob o aspecto
microbiologico, os lipossomas constituern um meio bastante atrativo para o
desenvolvimento de microrganismos. De acordo com a via de administragfio, ha uma
exigéneia maior ou menor sobre o controle microbiologico. Além disso, deve ser
considerado que a interacdo das vesiculas lipidicas com preservativos antimicrobianos pode

causar desestabilizagdo fisica ou quimica.

3.9. Aplicagdes Terapéuticas dos Lipossomas

Nos utltimos anos, varios novos métodos tém sido propostos para melhorar o
transporte dos medicamentos no organismo. Dentre eles, o uso de lipossomas tem sido de
grande interesse, uma vez que essas vesiculas sdo capazes de direcionar o composto
terapéutico para sitios especificos no corpo, prolongando os niveis do farmaco no

organismo.

Estudos utilizando lipossomas como transportadores de farmacos t&ém mostrado que
essas vesiculas modificam a farmacocinética e biodistribuicdo dos compostos terapéuticos,
podendo reduzir o numero e a intensidade dos efeitos colaterais, poupando tecidos
saudaveis como os rins € o figado. Também possibilitam a diminuigio de doses freqlientes
de medicamentos, pois as vesiculas permanecem no organismo, liberando lentamente o

farmaco por intervalos de tempo prolongado.

Qutra vantagem da incorporacio de farmacos em lipossomas € a possibilidade de
sua administracdo através de diferentes rotas como as vias pulmonar, nasal, oral,
intravenosa, subcutdnea, topica e intramuscular, conforme as caracteristicas dos lipossomas
preparados. O portal de entrada depende também das propriedades de solubilidade,
absorgio e estabilidade quimica do farmaco, bem como dos seus sitios € mecanismos de
acgdo (Lasic, 1993).
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3.9.1. Utilizacdo dos Lipossomas na Administracio Pulmonar de Medicamentos

Muitas doengas infecciosas, inflamatérias e alérgicas que atingem o pulmio tém
sido tratadas com sucesso empregando-se sistemas de transporte com aerossol para o
depdsito dos fArmacos diretamente na superficie pulmonar. Contudo, o uso do aerossol com
farmacos hidrofobicos tem sido limitado, devido & baixa solubilidade desses farmacos.
Tentativas de sanar esse problema surgiram com o desenvolvimento de formulacdes de
lipossomas compativeis com o transporte do aerossol. A utilizacdo dessas formulagdes tem
vantagens potenciais para o tratamento clinico, incluindo: compatibilidade aguosa,
liberagiio pulmonar sustentada para manutencdo dos niveis terapéuticos do farmaco, e
transporte intracelular facilitado para os macrofagos alveolares e linfocitos pulmonares
(Waldrep et al, 1998).

Os lipossomas sdo particularmente apropriados para transportar farmacos para os
pulmdes uma vez que podem ser preparados de materiais endégenos aos pulmdes, como o0s
componentes do surfatante pulmonar. Este surfatante ¢ uma mistura complexa constituida
de, aproximadamente, 85% de fosfolipidios (dipalmitoilfosfatidilcoiina e fosfatidilglicerol),
além de colesterol, proteinas e carboidratos. O mecanismo para a liberagio e reutilizagio do
surfatante pulmonar é de grande importdncia na determinacio do destino dos hipossomas
depositados nos alvéolos (Taylor e Newton, 1992). Além disso, o pulmo ¢ um orgéo
atrativo para a entrada de farmacos, tanto localmente como sistemicamente, pois €

facilmente acessivel, tem elevada éarea superficial e alto fluxo sangiiineo (Lasic, 1993).

A profundidade de penetracio dos lipossomas administrados por via pulmonar
depende do tamanho das particulas administradas. Particulas maiores que 15,0 pm séo
retidas na garganta e engolidas, enquanto particulas de 0,1 a 1,0 pm podem ser carregadas
para os alvéolos. Aquelas que apresentam tamanhos entre esses extremos podem ser
depositadas por todo o sistema de vias aéreas (Lasic, 1993). Segundo Bridges ¢ Taylor
(2000), para que a deposicdo nos alvéolos possa ocorrer, as particulas devem ser,

preferencialmente, menores que 2,0 pm.

Em um estudo realizado por Thomas et al. (1991) com voluntarios saudaveis, foram

avaliados os efeitos agudos da administracio de lipossomas via inalagfio. Foi observado que
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a inalacdo de pequenas particulas de lipossomas, constituidas de fosfatidilcolina de soja

(SPC), foi bem tolerada, nfo produzindo alteragGes na fungo pulmonar.

O transporte de firmaco para o trato respiratorio humano € realizado por trés tipos
principais de equipamentos. O primeiro tipo compreende os inaladores de dose graduada
pressurizada (MDI’s), os quais apresentam solu¢des ou suspensdes de firmaco em
propelentes liquefeitos, como os clorofluorcarbonos (CFC). Quando dissolvidos em CFC,
os fosfolipidios formam vesiculas espontaneamente em ambiente aquoso. Contudo, os
hidrofluoralcanos, usados em substituicdo aos CFC’s por nfio prejudicarem a camada de
0z0nio, sdo solventes ruins para os fosfolipidios, constituindo um problema para o uso de

lipossomas nestes sistemas.

No segundo grupo de equipamentos estdo os inaladores de pd seco, a partir dos

quais o fArmaco ¢ disperso nas vias aéreas do paciente como um pd fino, durante a inalacéo.

Por fim, os nebulizadores constituem o terceiro grupo de equipamentos para
inalacdo, sendo os mais adequados para o transporte de lipossomas, uma vez que as
vesiculas utilizadas podem ser preparadas por técnicas convencionais, ndo necessitando de
processamentos posteriores. Estes equipamentos sfo simples de usar e capazes de
transportar um grande volume de aerossol, contendo o composto terapéutico, para os sitios

especificos no interior dos pulmdes (Bridges e Taylor, 2000).

Em nebulizadores a jato, ar comprimido € usado para converter o liquido em spray.
O aerossol primario, a pequena propor¢do do que ¢ gerado, tem um tamanho que €
suficientemente pequeno para a inalacfio, e deixa o nebulizador diretamente. As particulas
de aerossol remanescentes sdo grandes e se chocam com barreiras defletoras
estrategicamente posicionadas, ou com as paredes da cdmara do nebulizador, sendo

recicladas para o reservatdrio do liquido.

A saida do aerossol ¢ composta por goticulas da solu¢@o e vapor de solvente, que
saturam o ar de saida. Isto faz com que a concentracio de soluto remanescente aumente € a
temperatura do liquido diminua com o tempo. A adequacio de tais nebulizadores no
transporte de lipossomas tem se mostrado dependente da formulagfio das vesiculas. Perdas
significativas do farmaco encapsulado nas vesiculas podem ocorrer quando os lipidios se

rompem durante a passagem pelo nebulizador. Estas perdas podem ser minimizadas quando
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o tamanho das vesiculas é reduzido antes da nebulizacdo, ou quando sdo usados lipidios

que conferem uma maior rigidez a bicamada, como o colesterol (Bridges e Taylor, 1998).

Um estudo mais detalhado sobre os nebulizadores a jato foi realizado por McCallion
et al. (1996). Segundo estes autores, o projeto do nebulizador é um importante fator que
influencia o tamanho do aerossol e a taxa de saida do fluido. A velocidade do gas de
atomizacio € o principal delimitante do tamanho do aerossol, havendo uma relagio inversa
entre o tamanho da gota e a taxa de fluxo, devido ao aumento das forgas cisalhantes a altas
taxas de fluxos. Durante o uso deste tipo de nebulizador, a temperatura do fluido interior
diminui consideravelmente, podendo resultar em precipitagio de farmacos pouco soliveis,
além de produzir variabilidade no tamanho da goticula devido a mudangas nas propriedades
fisico-quimicas dos fluidos nebulizados. Os pesquisadores também observaram que os
nebulizadores a jato podem causar danos aos lipossomas contendo materiais hidrofilicos
encapsulados, causando sua liberagfo indesejada devido as forgas cisalhantes no interior do

nebulizador.

Outros tipos de nebulizadores sdo os ultrassénicos, que geram aerossol através de
vibracGes de alta freqliéncia de um cristal piezoelétrico, o qual gera pequenas ondas no
fluido que, subseqiientemente, produzem goticulas de aerossol. A energia em excesso ¢
convertida em calor, podendo inativar materiais sensiveis como proteinas, por exemplo. Em
conseqii€ncia disto, ndo sfio freqiientemente utilizados para a administra¢io de lipossomas,
uma vez que um aumento na temperatura pode induzir a fusio das vesiculas e perda do

farmaco incorporado (Bridges e Taylor, 1998).

Uma avaliagcdo mais completa dos nebulizadores ultrassénicos para a administragfio
pulmonar de medicamentos foi realizada por Taylor ¢ McCallion, em 1997. Foi descrito o
mecanismo de formacio do aerossol e foram discutidos os fatores que determinam o
tamanho do aerossol e a taxa de saida do fluido. O principal fator determinante dessas
caracteristicas € o projeto do nebulizador. O tamanho da particula de aerossol e sua taxa de
saida do nebulizador sfo freqiientemente maiores que aqueles obtidos com nebulizadores a
jato. Estes equipamentos também apresentam uma menor tendéncia de aumento da
concentracdo de solutos dissolvidos no reservatorio de liquido. Suspensdes sdo
transportadas de forma menos eficiente do que por nebulizadores a jato, com uma relagéo

inversa entre 0 tamanho das particulas em suspensdo e sua taxa de saida. Como durante o
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uso ha um aumento da temperatura do fluido remanescente, a utilizacdo de lipossomas cujo
material encapsulado € liberado com mudangas de temperatura deve ser evitada. Os autores
afirmam que as vesiculas lipidicas podem sofrer fusfo, o que resultaria em perda de
materiais hidrofilicos encapsulados. Contudo, os autores citam um trabalbo realizado por
Leung et al. (1996), onde a adicdo de colesterol as bicamadas lipidicas aumenta a
estabilidade dos lipossomas, sendo possivel o transporte de vesiculas grandes através de

nebulizadores ultrassonicos.

Em 1998, Bridges e Taylor investigaram o potencial de nebulizadores ultrassdnicos
e a jato, para a administragiio de lipossomas. Os autores utilizaram lipossomas extrudados
de fosfatidilcolina de ovo (EPC), de EPC/colesterol e de dipalmitoilfostatidilcolina
(DPPC)/colesterol, em varias concentragdes distintas. O tamanho das particulas de aerossol
geradas a partir da suspensfio de lipossomas foi dependente da concentracdio de lipidios,
particularmente para nebulizadores a jato, o que ¢ provavelmente uma fungio da mudanca
na viscosidade do fluido. Fatores como o tamanho da vesicula (estudadas na faixade 1 a 5
um) e a composiciio da bicamada foram insignificantes na determinacfio do tamanho do
acrossol. A geragdo de aerossol pelos dois tipos de nebulizadores resulton em danos as
estruturas das vesiculas, com a conseqiiente alteracdo de seus didmetros. Para nebulizadores
a jato, observou-se uma diminuicio no tamanho das vesiculas remanescentes no
reservatorio, sendo esta reduc¢io mais pronunciada para lipossomas de EPC. Segundo os
autores, como a temperatura excedia a temperatura de transicdo de fases da EPC, as
bicamadas relativamente fluidas tornavam os lipossomas mais suscetiveis 4 ruptura devido
as forgas cisalhantes. A estabilidade das vesiculas durante a atomizagfo também dependia
do tamanho da gota de aerossol gerada, uma vez que a produgdo de gotas menores estd
associada a forgas cisalhantes maiores. A adi¢fio de colesterol aos lipossomas de EPC, ou o
emprego da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), possibilitou uma maior resisténcia das

vesiculas a forgas de ruptura durante a nebulizagfo a jato ou ultrassonica.

Como continuagdo deste estudo, Bridges e Taylor, em 2000, investigaram alguns
fatores que influenciaram a nebulizagdo a jato dos lipossomas. Os autores testaram quatro
tipos de nebulizadores para o transporte de aerossol de lipossomas multilamelares de EPC
com ou sem adicdo de colesterol, na razio molar (1:1). Foram utilizadas vesiculas com

didmetros de 1, 2,5 e 5 um. Os resultados demonstraram que o importante ¢ a selegiio em
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conjunto do nebulizador e do lipossoma. H4 uma relacfio entre o tamanho dos lipossomas e
a taxa com que sdo transportados ou retidos nos nebulizadores, sendo determinada pelo
projeto do nebulizador em questdio. Como ja descrito anteriormente, o tamanho das
goticulas de aerossol foi bastante influenciado pela concentracio de lipossomas. Um
aumento nesta concentragdo resultou em uma maior viscosidade, aumentando o niimero de
bicamadas de lipossomas no sistema. Isto produz um aumento no tamanho do aerossol
secundério, o qual pode ser atribuido a varios mecanismos, incluindo um aumento da
viscosidade do fluido, agregacdo de vesiculas ou inibicdo da evaporagio da goticula. O

aumento da concentracéio lipidica causou a redugdio da taxa de saida do aerossol.

Os resultados obtidos pelos pesquisadores também sugeriram que ocorria uma
selecdo na liberacdo de hpossomas no interior do nebulizador. O tamanho da particula de
aerossol estudado foi de 2 um e, assim, uma populagdo de lipossomas de EPC/Col com 5
um de didmetro, sendo relativamente rigida, nfio pode ser nebulizada. A utilizacdo de
lipossomas menores (1 pm) assegurou que a maioria das vesiculas fossem nebulizadas. Este

processo foi dependente do tipo de nebulizador utilizado.

Como pdde ser observado, os pesquisadores nfo explicitaram qual tamanho de
vesicula lipidica seria o ideal para a nebulizacfio, apenas indicaram que as vesiculas muito
grandes, com didmetro de 5 pm, poderiam sofrer dificuldades para serem nebulizadas, uma
vez que particulas de aerossol com até 2 um sdo as preferiveis para a deposi¢io nos
alvéolos pulmonares (Bridges e Taylor, 2000). Segundo Taylor e Newton (1992), os
lipossomas maiores tornam-se mais estaveis quando tém seus tamanhos reduzidos através
da extrusio ou sonicagdo. Em geral, os estudos também sugeriram que o aumento da
rigidez da bicamada lipidica pela adi¢c3o de colesterol, ou o uso de fosfolipidios com altas
temperaturas de transicio de fases, como o DPPC por exemplo, pode conferir maior
resisténcia dos lipossomas as forcas cisalhantes durante a nebulizacio a jato ou

ultrassOnica.

O nivel de estudo sobre a administracio de aerossois de lipossomas nfo se limita a
adequacdo dos equipamentos utilizados, incluindo também a avaliagio de sua eficicia in

vive, conforme discutido a seguir.
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Em 1993, Gilbert et al. desenvolveram um estudo na tentativa de aumemntar a
eficicia do agente imunossupressor ciclosporina A (CsA) , administrado a pacientes
submetidos a transplantes pulmonar. A CsA, quando administrada sisternicamente, tem
apresentado pouco efeito sobre as células T do pulmfo, resultando em alto indice de
rejeigdo nos pacientes, além de elevada toxicidade. Os pesquisadores propuseram o uso de
aerossois de lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (EPC) encapsulando CsA para aplicagio
de farmaco diretamente no epitélio respiratorio. Foram testadas varias razbes molares,
tendo-se a maior quantidade de farmaco associado na razfio molar inicial 1:12 CsA/EPC.
As particulas de aerossois com 2 pm de didmetro médio, administradas a ratos durante 15
minutos diarios por 4 dias (0,11 mg/kg/dia), permitiram uma distribuicio do farmaco por
todo o trato respwatério em concentragdes equivalentes aquelas obtidas com a
administracdo de 1,8 mg/kg/dia do firmaco livre por via intravenosa, sem apresentar,
contudo, niveis detectaveis no sangue. Segundo os pesquisadores, essa concentra¢io
deveria ser suficiente para suprimir a atividade das células T. Os pesquisadores concluiram
que, provavelmente, a utilizacdo de aerossdis de pequenas particulas de CsA-lipossomas,
em conjunto com a administracdo de CsA por via intravenosa, poderia ser o tratamento
mais eficiente na redugdio da atividade imunoldgica pulmonar. Os autores nfio citaram o
tamanho da vesicula lipidica produzida, apesar de ser um dado importante para esta via de
administracéo.

Conley et al.(1997) investigaram o uso de 12 tipos de nebulizadores a jato
comercialmente disponiveis para a liberagdo de ciprofloxacina encapsulada em lipossomas
de EPC:Col (1:1 mol%). O farmaco foi incorporado as vesiculas pela técnica de
encapsulacdo ativa, com 90% de eficiéncia de encapsulagdo, e foi utilizada para o
tratamento de ratos infectados com doses letais de Francisella tularensis. O nebulizador
selecionado produziu particulas de 3.4 a 3,5 pm. Foi observado que todos os ratos tratados
com o aerossol do farmaco encapsulado em lipossomas sobreviveram, enquanto os ratos
tratados ou nfio com o firmaco livre morreram. Os resultados sugeriram que o uso do
aerossol de lipossomas contendo a ciprofloxacina € possivel, sendo provavelmente uma
terapia eficiente para o tratamento de infecgbes respiratdrias. Segundo os autores, ©
aumento da eficacia terapéutica gerado pela administracio pulmonar de aerossdis de
lipossomas encapsulando ciprofloxacina pode ser, em parte, devido ao transporte

intracelular do farmaco realizado pelas vesiculas lipidicas.
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Waldrep et al. (1998) desenvolveram um sistema otimizado de transporte pulmonar
de ciclosporina A, utilizando nebulizadores a jato para o transporte de aerossois de
ciclosporina (CsA)-dilauroilfosfatidilcolina (DILLPC). Apés inalagdo continua por 15
minutos, ratos Balb/c foram sacrificados para analise dos niveis de farmaco nos tecidos. Os
niveis do firmaco encontrados nos pulmdes foram, aproximadamente, 18 vezes maiores
que no figado e 104 vezes maiores que no sangue, enquanto nada foi detectado nos rins ou
no bago. Segundo os autores, o sistema testado apresentou beneficios potenciais como
toxicidade sistémica reduzida e atividade imunossupressora prolongada, além da
possibilidade de administracio de dosagens menores do farmaco em relagio aquelas

utilizadas em rotas convencionais {oral e intravenosa).

No tratamento de doencas inflamatérias pulmonares, a dexametasona (DEX)
aparece como um glucocorticoide utilizado com sucesso. Todavia, seus beneficios sio
geralmente compiicados pelo aparecimento de efeitos colaterais sistémicos. Assim, visando
a obtencdo de altos niveis pulmonares do férmaco, com efeitos sistémicos indesejdveis
minimos, Suntres e Shek (1998) estudaram o transporte pulmonar de uma nova formmulagio
de DEX encapsulada em lipossomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), com didmetros
médios de 230 nm, na razdo molar DPPC/DEX de 9:1. Doses de DEX livre e encapsulada
em lipossomas foram administradas intratraquealmente a ratos adultos (800 mg DEX/kg) e
uma avaliacio foi realizada num periodo de 72 horas. Com a administracdo da DEX
incorporada a lipossomas, obteve-se os melhores resultados: uma maior retenglio do
farmaco nos pulmodes, efeitos colaterais sistémicos reduzidos e uma atividade antiflamatoria
prolongada. Também foi verificado que os pulmdes apresentam potencial para servir como
depoésito para liberacdo controlada de farmaco, desde que sejam utilizadas formulages
apropriadas. Esses resultados sugerem que a utilizacio de lipossomas como veiculos para o
transporte de DEX tem a vantagem de aumentar a atividade antiflamatéria do farmaco e,

possivelmente, reduzir a necessidade de administragio freqgtiente.

3.9.2. Utilizacdo dos Lipossomas na Terapia da Tuberculose

A encapsulacio em lipossomas de farmacos utilizados na terapia de doencas
causadas por microrganismos do género Mycobacterium ja foi estudada por alguns

pesquisadores. Em 1991, Gangadharam et al. investigaram o potencial quimioterapéutico
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da estreptomicina na forma livre e encapsulada em lipossomas no combate ao
Mycobacterium avium (MAC), microrganismo causador de graves infecgbes em pacientes
com AIDS. Foram realizados dois tipos de estudos. No primeiro, a suspensio de vesiculas
multilamelares de fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina (PC) ¢ colesterol (Col), contendo
o composto encapsulado, foi administrada a camundongos por via intravenosa (duas doses
de 15 mg/kg), comparando-se os resultados com a administragdo intramuscular do farmaco
na forma livre (100 mg/kg por cinco dias/semana) durante quatro semanas. No segundo
estudo, comparou-se o efeito da estreptomicina administrada na forma livre (150 mg/kg por
cinco dias/semana) durante oito semanas, com a injecdo intravenosa de firmaco
encapsulado em vesiculas unilamelares de PG:PC:Col (4 doses de 15 mg/kg). Em ambos os
casos, a encapsulaciio da estreptomicina em lipossomas resultou no aumento da sua eficacia
terap€utica, quande os autores expressaram a resposta por unidade de dose administrada.
Segundo os pesquisadores, esta eficacia se deve, provavelmente, ao transporte do farmaco
diretamente para o sitio de multiplicagdo da micobactéria, onde a estreptormicina livre

penetra pobremente.

Metha et al. (1993) estudaram as atividades antibacterianas de 19 farmacos para o
tratamento da Tuberculose, selecionando 7 deles para incorporagio em lipossomas
multilamelares de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPGQG), preparados na razio molar firmaco/lipidio de 1:10. Foram obtidas eficiéncias de
encapsulacio de 62 a 100%, e os resultados mostraram que as atividades antibacterianas de
alguns firmacos, particularmente clofazimina e resorcinomicina, foram mantidas apds a

incorporacgdo dos farmacos em lipossomas.

Seguindo essa linha de pesquisa, Agarwal et al, em 1994, utilizaram lipossomas
constituidos de fosfatidilcolina de ovo (EPC) para a encapsulagio do agente rifampicina. O
farmaco encapsulado em lipossomas e administrado por via intravenosa (10 mg/kg) duas
vezes por semana, durante duas semanas, foi 50 vezes mais efetivo na redugfio do ntmero
de bacilos localizados nos pulmées de camundongos que o tratamento com o farmaco livre
nas mesmas condi¢des. Segundo os autores, isto foi devido, provavelmente, & habilidade
dos lipossomas de se acumularem preferencialmente nos macrofagos, permitindo uma alta

concentragiio intracelular de farmaco. Quando o tetrapeptideo ativador de macrofagos
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tuftsin foi incorporado a bicamada lipidica das vesiculas, foi observado um aumento 2000

vezes maior na atividade antituberculose do composto.

Gangadharam et al. (1995) testaram a eficicia da estreptomicina encapsulada em
lipossomas, convencionais e com tempo de circulacio prolongado, no combate ao
Mycobacterium avium (MAC). O farmaco foi incorporado a lpossomas de trés
composicdes distintas, todas preparadas na razfio molar de 9:1:6,7, sendo elas: a)
fosfatidilcolina de ovo  (EPC)/fosfatidilglicerol  (PG)/colesterol  (Col); b)
distearoilfosfatidilcolina (DSPC)/distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE)-polietilenoglicol
(PEG)/colesterol  (Col) e; «¢) distearoilfosfatidilcolina  (DSPC)/fosfatiditinositol
(PI)/colesterol (Col). A técnica de encapsulagdo passiva, seguida de extrusdo, permitiu a
obtencdio de vesiculas com didmetros médios de 172 nm, com razfes molares finais F/L
variando de 0,129 a 0,204. A estreptomicina encapsulada nos lipossomas de EPC:PG:Col e
DSPC:PI:Col, admimistrada a camundongos por via intravenosa (15-30 mg/kg duas
vezes/semana, durante duas semanas), gerou uma reducio da quantidade de bacilos do
figado similar aquela observada quando da administracfo do farmaco livre em quantidades
25 a 50 vezes maior {150 mg/kg cinco dias por semana durante quatro semanas). Ndo foram
observadas diferencas significativas na reducdo dos bacilos do bago para os trés tipos de
lipossomas estudados. No pulmio, o efeito do farmaco foi menor, porém, também causou a
reducdo dos niveis de MAC. Neste estudo, os lipossomas estericamente estabilizados ndo

apresentaram vantagens sobre as vesiculas convencionais.

Oh et al. (1995) mvestigaram formulacdes dos antibiticos ciprofloxacina e
azitromicina em lipossomas e avaliaram suas atividades antibacterianas contra o M. gvium.
Foram obtidas pequenas efici€éncias de encapsula¢io para a ciprofloxacina através da
incorporagdo passiva, enquanto efici€ncias superiores a 90% foram adquiridas com a
técnica de encapsulagio utilizando gradientes de pH. Os lipossomas de azitromicina foram
preparados pelo método do congelamento-descongelamento para evitar instabilidade
quimica durante a estocagem, conseguindo-se uma razdo molar final farmaco/lipidio de
0,33. Ambos os farmacos apresentaram maior eficacia na erradicacio do M. avium no

mterior dos macrofagos quando encapsulados em lipossomas.

Em 1997, Deol et al. estudaram a eficicia e a toxicidade dos farmacos isoniazida ¢

rifampicina encapsuladas em lipossomas estericamente estabilizados, Stealth, constituidos
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de fosfatidilcolina (PO), colesterol (Col), discetilfosfato (DCP),
distearoilfosfatidiletanolamina acoplada a polietilenoglicol (DSPE-PEG), na razio de
PC:Col:DCP:DSPE-PEG de 2:1,5:0,2:0,2. Os farmacos na forma livre e encapsulados
foram injetados em ratos infectados com o M. tuberculosis duas vezes por semana, durante
seis semanas. A eficicia dos farmacos foi avaliada em termos de eliminacio do
microrganismo dos orgdos dos ratos infectados. A redugdo de coldnias nos pulmdes, figado
e baco foi significativamente maior com a utilizagio dos farmacos incorporados nas
vesiculas, mesmo com concentracBes inferiores as dosagens terapéuticas usuais. Os
farmacos associados aos lipossomas também se mostraram superiores aos farmacos livres
na analise de hepatoxicidade, pois verificou-se que os farmacos encapsulados causaram

uma menor toxicidade.

Ainda em 1997, Deol e Khuller realizaram a modificagio da superficie de
lipossomas Stealth por adicdo de o-estearoilamilopectina (O-SAP), visando aumentar a
eficacia da quimioterapia contra a Tuberculose. Formulagtes de lipossomas contendo PC
de ovo, colesterol, dicetilfosfato, O-SAP ¢ GM1/DSPE-PEG 2000 foram as mais estaveis e
apresentaram uma maior afinidade pelos tecidos pulmonares de ratos, onde se acumularam
em maior quantidade que no sistema reticuloendotelial. Os lipossomas encapsulando os
farmacos foram administrados por via intravenosa. A estabilidade in vivo destes lipossomas
possibilitou uma liberagdo lenta e controlada do seu conteddo retido. Para os farmacos
isoniazida ¢ rifampicina associados aos lipossomas foi observada uma toxicidade reduzida

in vivo em comparacio aos farmacos livres.

Em um trabalho realizado por Adams et al. (1999), a eficicia terapéutica da
clofazimina encapsulada em lipossomas, constituidos de DMPC:DMPG na razdo molar
7:3, foi estudada em ratos Balb/c infectados com o Mycobacterium tuberculosis. Os ratos
foram tratados com o farmaco na forma livre (F-CLF) e encapsulado em lipossomas (L-
CLF), administrado por via intravenosa, duas vezes por semana, apés 1 dia de infegfo
(forma aguda da doenca), 21 dias (forma estabelecida) e 90 dias (forma crbmica) pos-
infecgdo. Os tratamentos com a dosagem requerida de F-CLF nfio se mostrou eficiente ,
enquanto o uso de doses 10 vezes maiores de L-CLF permitiu reducgio significativa no

nimero de células do microrganismo em todos os tecidos analisados (figado, baco e
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pulmdes), sem apresentar efeitos toxicos. Os autores consideraram o sisterna L-CLF

eficiente no tratamento da Tuberculose, independente do estagio de infecgio.

Dentre as pesquisas desenvolvidas por nossa equipe, um importante estudo foi
realizado por Justo (1999). Foi investigada a encapsulacio em lipossomas de farmacos
utilizados na terapia primaria e secundaria da Tuberculose, para sua administracio por
inalacdo. Os farmacos isoniazida, pirazinamida e etionamida foram incorporados nos
lipossomas de distearoilfosfatidilcolina (DSPC) e Colesterol (Col) (60:40 mol%) por
encapsulagdo passiva, obtendo-se vesiculas com didmetros médios de 286 a 329 nm e
eficiéncias de encapsulagio de 2,5%, 2,2% e 42%, respectivamente. Também foi utilizada a
encapsulacdo através de gradientes de pH para os mesmos farmacos, além da rifampicina e
estreptomicina. Para estas vesiculas, os didmetros médios variaram de 322 a 404 nm ¢ as
eficiéncias de encapsulagiio foram de 20% para a rifampicina ¢ 100% para os outros
compostos. Os resultados obtidos indicaram que a encapsulacio estavel dos farmacos é
possivel e que, apesar da realizagfio de poucos experimentos utilizando a técnica de
encapsulaciio ativa, esta resultou em eficiéncias de encapsulacio bem maiores que a
incorporacdo passiva, mostrando-se como uma técnica mais vantajosa, devendo ser mais

explorada.

Outro trabalho desenvolvido na FEQ/UNICAMP foi realizado por Lima (2001). O
autor estudou a associagdo ¢ liberacdio de isoniazida e pirazinamida em lipossomas
convencionais de DSPC:DMPE:Col (40:20:40 mol%), e estericamente estabilizados,
Stealth, de DSPC:DMPE:Col:DMPE-PEG (34:20:43:3 mol!%). Os férmacos foram
associados as vesiculas lipidicas nas formas livres ou complexados em ciclodextrinas
(oligossacarideos ciclicos). As eficiéncias maximas de encapsulagio para a pirazinamida e
isomazida, para os dois tipos de lipossomas, foram de 14,2% e 10,0%, correspondendo a
razdes molares finais firmaco/lipidio de 0,019 e 0,013, respectivamente. A presenca de

PEG aumentou consideravelmente a estabilidade da bicamada lipidica.

A Tabela 3.3 resume os principais dados encontrados na literatura com referéncia a

encapsulagdo de isoniazida, pirazinamida e estreptomicina em lipossomas,

Como pode-se observar, de acordo com as pesquisas realizadas nos ultimos anos, a
utilizacdo de lipossomas como carregadores de farmacos antituberculose pode apresentar

vantagens sobre o tratamento quimioterapéutico convencional da Tuberculose, mostrando-
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se como tecnologia promissora capaz de elevar o indice terapéutico de farmacos ja
existentes. Ressalta-se, no entanto, que a literatura € escassa no tocante a estudos enfocando
a avaliaco da eficdcia in vivo de firmacos encapsulados em lipossomas, administrados por

inala¢do, no combate a esta doenga.

Tabela 3.3: Caracteristicas das preparagdes de lipossomas encapsulando isoniazida, pirazinamida e

estreptomicina.
Farmaco Composicio Didmetro | Eficiéneia | (F/L) Métodos Referéncia
Encapsulado Lipidica médio (%) final Preparacao/
{nm) Incorporacio
Isoniazida DSPC:Col 2860 2.5 0.33 Hidrataggo/ Justo,
{60:40) Passivo 1999
404,0 100 0,2 Hidratacio/
Ativo
Isoniazida DSPC:DMPE:Col 120,5 10,0 0,013 Hidratagio/ Lima,
(40:20:40) Passivo 2001
DSPC:DMPE:Col 108,7 83 0,011
:DMPE-PEG
{34:20:43:3)
Pirazinamida DSPC:Col 3200 2,2 0,29 Hidrata¢io/ Justo,
(60:40) Passivo 1999
402,0 100 0,2 Hidratagio/
Ativo
Pirazinamida | DSPC:DMPE:Col 1318 14,2 0,019 Hidratagio/ Lima,
(40:20:40) Passivo 2001
DSPC:DMPE:Col 117.8 7.5 0,010
:DMPE-PEG
(34:20:43:3)
Estreptomicina DSPC:Col 322,0 100 0,2 Hidratagfio/ Justo,
(60:40) Ativo 1999
Estreptomicina EPC:PG:Col 1720 nm. 0,129a | Hidratagio/ | Gangadharam
(9:1:6,7) 0,204 Passivo etal, 1995
DSPC:PL:Col
(9:1:6,7)
DSPC:Col:DSPE-
PEG (9:6,7:1)

n.m.: ndo mencionado
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Capitulo IV

Materiais e Metodologia

4.1, Materiais

Os compostos terapéuticos isoniazida (&cido isonicotinico), pirazinamida e
estreptomicina, o lipidio colesterol (Col), o agente tamponante Hepes, o acido citrico, o gel
Sephadex G-50, o detergente Triton X-100 reduzido, o solvente metanol, a nimdrina e o
hidréxido de s6dio foram adquiridos da Sigma Chemical Company. A fosfatidilcolina de soja
(SPC) foi obtida da Lucas Meyer Co. O solvente organico cloroformio ¢ o perdxido de
hidrogénio foram obtidos da Merck. O solvente etanol, o molibdato de aménio e o acido
ascorbico foram obtidos da Synth. O 4cido sulférico foi adquirido da Quimica Especializada
Erich Ltda. As membranas de policarbonato utilizadas na extrusdo foram obtidas da Poretics
¢ as de didlise da Inlab. A agua utilizada foi destilada e deionizada em sistema Milli-Q da
Millipore.

4.2. Metodologia
4.2.1. Preparacio de Lipossomas

Foram preparados lipossomas compostos de 60% de fosfatidilcolina de soja (SPC) ¢
40% de colesterol (Col) (mol/mol) por dois métodos distintos: hidratagido do filme lipidico

seco e injecdo de etanol. A seguir as duas metodologias serfio apresentadas detalhadamente.

4.2.1.1. Método de Hidratacdo do Filme Lipidico Seco

O método de hidratacio do filme hpidico seco, seguido por extrusfio através de
membranas de policarbonato, foi utilizado para preparar lipossomas encapsulando isoniazida

por incorporagdo passiva, bem como lipossomas vazios destinados a incorporagéio ativa de
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isoniazida, pirazinamida e estreptomicina, de acordo com o procedimento utilizado por Justo
(1999).

As vesiculas incorporando isoniazida pela técnica de encapsulagfio passiva foram
utilizadas em um estudo preliminar para a escolha dos métodos mais adequados, a serem
empregados nos ensaios posteriores, para a remocdo do farmaco nfo encapsulado nos

lipossomas e para a sua detecgfio quantitativa.

O método de hidratacio do filme lipidico seco permitiu o preparo de vesiculas
multilamelares que, em seguida, foram transformadas em lipossomas unilamelares grandes

pela técnica de extrusdo com membranas de policarbonato.

Inicialmente, os lipidios foram pesados em uma balanga analitica da Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda, modelo LAC 214, visando a obten¢do de 10ml. de suspensdo de
lipossomas com concentragio final total de lipidios de 7,5 mM.

As massas pesadas foram colocadas em um balfo de fundo redondo de vidro de
50mL de capacidade, e adicionou-se entdo 10mL de uma soligiio dos solventes orgénicos
cloroformio/metanol (9:1 v/v) para a solubilizagdo dos lipidios. O baldo foi colocado
primeiramente por 20 minutos, a temperatura ambiente, em um evaporador rotatdrio Art
Lab, modelo Fisatom 802, sob vacuo, com rotagéo de 150 rpm, e em seguida por mais 15
minutos a 65 °C. Nesta etapa, a solugio de solventes orgénicos foi evaporada, havendo a
formacio do filme lipidico seco, que foi posteriormente hidratado com 10ml de wma
solu¢do de 100 mM de isoniazida em tampdo Hepes (10 mM a pH 7,4) por 30 minutos a

65°C, na mesma rotagio.

Deixou-se a suspensio em repouso por 30 minutos para que fosse atingido o
equilibrio e, em seguida, realizou-se a etapa de sonicagdo em banho sonicador da Branson

durante 10 minutos.

As vesiculas multilamelares foram entfio homogeneizadas através de 15 passagens
por uma extrusora de ago inox, modelo T. 001 da Lipex Biomembranes Inc., provida de um
sistema de aquecimento de camisa térmica para manutencio da temperatura a 65 °C. Paraa

extrusio foram utilizados um disco de drenagem e duas membranas de policarbonato
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sobrepostas, com didmetro de poro de 400nm. O equipamento era acoplado a um cilindro de

nitrogénio, onde a pressdo era mantida entre 2 e 5 kgf/lom’.

Para o preparo das vesiculas vazias destinadas 4 encapsulacfio ativa, o método
utilizado foi semelhante. Contudo, apés a etapa de evaporacio dos solventes organicos, ao
invés da adicio da solucio de composto terapéutico, o filme seco de lipidios foi hidratado
com uma solugfio de 4cido citrico a 300 mM a pH 4,0 (Madden et al., 1990). Os lipossomas
formados foram estocados em geladeira a 5°C, sendo submetidos posteriormente ac

processo de incorporacdo dos farmacos.

4.2.1.2. Método de Injegio de Etanol

A técnica de injegdo de etanol foi baseada na metodologia descrita por Batzri ¢ Korn
(1973) e Costa (2000). Os volumes de solugfo tampfio e soluclo lipidica injetada foram
calculados para que nfo fosse ultrapassado o valor de 5% (em volume) de etanol na

suspensio final de lipossomas.

Primeiramente, uma solucdo de 100 mM de lipidios (SPC/Col) em etanol foi
preparada. Em seguida, uma aliquota de 3,0 ml, desta solugfo foi injetada rapidamente em
um béquer de 100 mL de capacidade, contendo 57,0 ml. de solugfio de acido citrico a 300
mM e pH 4,0, imerso em um banho ultrassonico a 65°C. A formagfo das vesiculas ocorreu
instantaneamente, sendo estas sonicadas durante trés minutos. A inje¢fo foi realizada com
uma seringa de vidro de 3,0 mL de capacidade, com uma agulha de ago inoxiddvel de 10 cm
de comprimento ¢ 4 pm de didmetro. Um esquema representativo do sistema experimental
estd ilustrado na Figura 4.1. Estes lipossomas vazios, contendo 4cido citrico em seu interior,

foram destinados a incorporacfo ativa, conforme sera descrito posteriormente.

Para os ensaios de incorporagfio passiva dos farmacos, um volume de 0,5 mL da
solugdio lipidica em etanol foi injetado em 9,5 mL de uma solugéio de 100 mM de farmaco
em tampdo Hepes a 10 mM e pH 7,4. Assim, a razio molar farmaco/lipidio inicial era de
95:5. Para a isoniazida também foi testada uma razio F/L micial de 475:5, e para a

estreptomicina de 166,3:5, mantendo-se as mesmas condi¢des operacionais.
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Solucdo de Lipidios em Etanol

Solugio Aguosa de
Acido Citrico (pH=4)
ou de Fdrmaco em
Hepes (pli=74)

Banho Ultrassbnico Suspensio de Lipossomas
com temperatura controlada vazios ou encapsulando o
Farmaco

Figura 4.1: Representagfio esquematica do método de inje¢io de etanol para a preparagio de

lipossomas.

4.2.2. Incorporacio Ativa dos Farmacos Isoniazida, Pirazinamida e Estreptomicina

Na técnica de incorporagio ativa utilizada neste trabalho, os compostos foram
encapsulados nos lipossomas devido 4 existéncia de gradientes de pH entre as regibes
aquosas interna e externa das vesiculas. Para os lipossomas extrudados, o estabelecimento
destes gradientes foi efetuado pela passagem da suspensfio de vesiculas, preparadas em
tampdo 4cido citrico a pH 4,0, através de uma coluna cromatogrifica da Sigma, de 2,5 cm
de didmetro e 50 mL de volume de leito, empacotada com gel de Sephadex G-50. Uma
solugfio tampio Hepes preparada a 10mM a pH 7.4 foi utilizada tanto no equilibrio prévio
da coluna, como nz elui¢fo das vesiculas pela mesma. Desta maneira, um gradiente de pH de

3,4 unidades foi estabelecido nos lipossomas.

Para os lipossomas preparados por inje¢io de etanol, o gradiente de pH foi gerado
pela titulagio da suspensdo com NaOH. Optou-se pela titulagdo uma vez que o método de
injeclo de etanol é associado a formagio de uma suspensfio de lipossomas mais diluida, o

que resultaria em uma concentracdo lipidica ainda menor caso fosse utilizada a



Capitulo IV: Materiais e Metodologia 45

cromatografia. Nesta etapa poderia ter sido utilizada a ultrafiltracdo, entretanto, esta técnica

foi preterida devido ao longo tempo de processamento.

Para a encapsulacfio, as vesiculas foram devidamente diluidas e misturadas com
solugdes dos farmacos em tampio Hepes (10mM com pH 7,4) a diferentes razbes molares
farmaco/lipidio. As misturas foram colocadas em frascos erlenmeyer de 50 mL e incubadas a
200 rpm a temperaturas distintas, em agitador orbital modelo 624 da New Brunswick
Scientific Co.

Para cada composto terapéutico, isoniazida, pirazinamida e estreptomicina, foi
realizado um planejamento experimental 2° com duplicata nos pontos centrais, com o
objetivo de verificar a influéncia das variaveis razdo molar inicial farmaco/lipidio (F/L)iciat,
teroperatura e tempo de incubagfo das amostras na eficiéncia de encapsulagdo do farmaco
nos lipossomas. Devido a limitagdes experimentais, as condi¢Ges dos ensaios realizados nem
sempre foram idénticas para a (F/L)icia, Onde 0s limites inferior e superior variaram de 0,16
a 2,0, respectivamente. O limite inferior foi escolhido a fim de que fosse possivel a deteccdo
do farmaco. A maior (F/L)iiia foi de 2,0 pois, para a técnica encapsulagiio ativa, razdes
molares muito altas podem gerar menores eficiéncia de encapsulamento, uma vez que
causam a diminui¢io do gradiente de pH. A temperatura minima utilizada foi de 25°C, por
ser a temperatura ambiente, o que mmplicaria em baixos dispéndios energéticos quando do
escalonamento do método, e a méxima foi de 60°C por ser superior a4 temperatura de
transicdio da SPC. Nio se empregou temperaturas superiores a 60°C para minimizar a
degradacgo dos farmacos. Os tempos de incubagfio variaram de 10 a 60 minutos.

Nos ensaios onde se empregou as solugdes tampdo Hepes 2 10 mM e pH 80 ¢
Hepes/NaCl a 10 mM/120 mM e pH 8.0, os lipossomas vazios foram preparados pelo
método de inje¢do de etanol e o procedimento para a geracdo do gradiente de pH foi o
mesmo do realizado para os lipossomas extrudados, variando-se apenas as solugdes tampéo
usadas na eluiclo. Assim, o gradiente de pH estabelecido nos lipossomas foi de 4,0
unidades. Para a encapsulacgio, as vesiculas foram misturadas com as solugdes dos farmacos
preparadas com o respectivo tampdo que estava sendo testado, empregando-se razies
molares iniciais F/L. de 0,16, temperatura de incubag¢io de 60°C e tempo de incubacio de 10

minutos.
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Apods a incorporacdo dos farmacos as vesiculas, as amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente e, em seguida, foram submetidas & remogdo dos compostos ndo

encapsulados, conforme descrito a seguir.

4.2.3. Remocao dos Compostos Terapéuticos nido Encapsulados nos Lipossomas

Os farmacos nfo encapsulados foram removidos empregando-se trés técnicas
distintas: cromatografia de permeacgfio em gel, didlise e ultrafiltragfo, sendo o primeiro deles

o mais freqiientemente utilizado.

4.2.3.1. Remoc¢ao por Cromatografia de Permeacio em Gel

Neste método, utilizou-se uma coluna cromatografica da Sigma, de 2,5 cm de
didmetro e 10 cm de altura de leito, empacotada com gel de Sephadex G-50 de massa
molecular de exclusio de 1,5 a 30 kDa.

Primeiramente, a coluna foi pré-equilibrada com 50ml de tampdo Hepesa 10 mM e
pH 7,4. Aliguotas de até 3,0 mL da suspensfio de lipossomas encapsulando o farmaco foram
adicionadas a coluna, seguidas do tamp#o de eluicio Hepes. As amostras eluidas ricas em

lipossomas foram combinadas.

4.2.3.2. Remocio por Didlise

Na remogio por didlise, foram utilizadas membranas tipo envelope (Inlab) com
massa molecular de corte entre 12.000 e 16.000 Da. As membranas, que mediam 2,5 cm x

30 cm, foram cortadas pela metade para se obter novas membranas com 2,5 cm x 15 em.

Inicialmente, realizou-se a hidratagio das membranas em agua deionizada fervente,
durante 30 minutos. Em seguida, adicionou-se um volume de 2,5 ml de amostras e
colocou-se o envelope em um béquer contendo 100mlL. de solugdo tampdo Hepes a 10mM ¢
pH 7.4. O sistema foi mantido sob refrigeracio a 5°C, trocando-se a solugdo tampdo quatro

vezes no intervalo total de 40 horas.



Capitulo IV: Materiais e Metodologia 47

4.2.3.3. Remocdo por Ultrafiltracio

Nos ensaios para a remogfio do farmaco hvre por ultrafiltracfo, utilizou-se uma
célula de ulirafiltracio Amicon modelo 50, com uma membrana de polietileno do tipo XM

50, com massa molecular de corte de 50.000 Da.

A celula de ultrafiltragdo, adicionou-se 4mL de amostra, seguidos de 46mL de
solugdo tampdo Hepes 10mM a pH 7,4. O sistema foi mantido a uma pressio de cerca de
2,5 kegffem’ de nitrogénio, sob agitagfio magnética constante, sendo realizadas 4 etapas de

separac@o nas mesmas condi¢des.

4.2.4. Caracterizacdo dos Lipossomas

Ap0s a separac@o dos farmacos ndo incorporados aos lipossomas, as amostras foram
caracterizadas quanto as concentracGes de lipidios e de firmacos e ao didmetro médio,
obtendo-se dessa forma as eficiéncias de encapsulagdo dos farmacos em cada ensaio

realizado.

4.2.4.1. Determinacio da Concentracdo de Lipidios

A concentragiio de lipidios nas amostras foi determinada pela quantificagéo de fons
fosfato em solugfo, baseada na técnica proposta por Chen Jr. et al. (1956). Neste método,
ocorre a digestdo do fosfolipidio a fosfato inorgénico e CO, por H,SOs4 ¢ H;0:. O
ortofosfato forma entfo um complexo com o molibdato de amdnio que, quando reduzido
por acido ascdrbico, forma um complexo azul detectdvel espectrofotometricamente a 830

L

Para a realizagio do ensaio, amostras de padries, com concentracBes conhecidas de
fosfato, orginico (SPC) e mnorganico (monofosfato de sddio hidratado), foram preparadas
na faixa de 0.5 a 2,0 mM. Em cada tubo de ensaio, além de duas esferas de vidro para
melhorar a distribuicio de calor, foram adicionados 500 pl. de dcido sulfirico (10 N). Em
seguida, foram colocados 100 pl. dos padrdes, das amostras e do branco (tampio Hepes),

todos em duplicata. Os tubos foram submetidos a aquecimento a 200°C por meia hora, em
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um suporte metdlico acoplado a uma placa aquecedora. Apds a retirada dos tubos do
aquecimento, esperou-se seu resfriamento para entdo serem adicionados 165 uL de peroxido
de hidrogénio em todas as amostras. Os tubos foram aquecidos novamente nas mesmas
condi¢bes. ApOs a segunda etapa de aquecimento, os tubos foram resfriados novamente, e
em seguida adicionou-se 4,0 mi. de agua deionizada, além de 500 pl. de solugio de
molibdato de amdnio a 2,5% (m/v) e 500 pl. de dcido ascdrbico a 10% (m/v). As amostras
foram agitadas ¢ colocadas em banho-maria a 100°C por sete minutos. Apos o resfriamento,
foram realizadas medidas das absorbancias das amostras a 830 nm.

Dispondo das absorbincias referentes aos padres, obteve-se uma curva de
calibracio que foi utilizada para o cdlculo das concentragbes molares de lipidios das
amostras. Para levar em consideragdo a presenca do colesterol, dividiu-se os valores de

concentracgio obtidos por 0,6, fragio molar correspondente 3 fosfatidilcolina nos lipossomas.

4.2.4.2. Determinacao da Concentracdo de Composto Terapéutico e da Eficiéncia de
Encapsulacio

A determinacgio da concentragiio de isoniazida encapsulada nos lipossomas foi feita
através de avaliagio espectrofotométrica apos o rompimento das vesiculas com os solventes
orgénicos metanol e etanol, ou com o detergente Triton X-100 reduzido, com a finalidade

de escolher 0 método de quantificaciio mais eficiente a ser utilizado nos ensaios posteriores.

Visando avaliar a interferéncia dos lipidios nas medidas de absorbincia do farmaco,

foram obtidas curvas de calibracio para o farmaco livre e para os lipossomas vazios.

Quando se empregou o metanol como solvente para o rompimento das vesiculas, um
volume de 2 mlL de solvente foi adicionado a 0,5 mlL de suspensdo de lipossomas contendo
o farmaco. As medidas de absorbédncia foram realizadas no comprimento de onda de 260
nm, 10 minutos apoés a adicio do solvente.

Nos ensaios com etanol, foi utilizado um volume de 1350 pL do solvente para um
volume de amostra de 150 pl.. As absorbancias das amostras foram medidas também a

260nm, imediatamente ap6s a adicfio do solvente.
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Para as analises com o detergente Triton X-100 reduzido, adicionou-se a 3 mlL de
amostra, um volume de 30 pL de uma solugfio aquosa do detergente, preparada a 20%
(m/m). Apds a adicdo do detergente, a amostra foi agitada em agitador de vortice por um

minuto e foi realizada a medida da absorbéncia no mesmo comprimento de onda.

Para a quantificagio da pirazinamida encapsulada nos lipossomas, utilizou-se
metanol para 0 rompimento das vesiculas, efetuando-se as medidas de absorbincia das

amostras a 260 nm, 10 minutos apds a adi¢io do solvente.

Devido a baixa absorcio de luz apresentada pela estreptomicina nos espectros
ultravioleta e visivel, sua determinag3o foi feita apOs sua reagdio com ninidrina, baseada na
metodologia descrita por Gangadharam ef al.(1991). Primeiramente, um volume de 3,1 mL
de metanol foi adicionado a 360 pL de amostra contendo até 1,0 mM do firmaco, para o
rompimento das vesiculas lipidicas. Em seguida, adicionou-se 240 pl de uma solucio
aquosa de ninidrina a 1,5% (m/v) preparada a fresco, além de 300 pL de NaOH a IN. A
mistura foi aquecida em banho-maria a 50°C por 25 minutos. As amostras foram entfo

resfriadas e suas absorbancias medidas apés 30 minutos, a 310 mm.

Dispondo dos dados de concentragio de lipidios e de farmaco encapsulado em cada
amostra, foi possivel calcular as eficiéncias de encapsulaciio obtidas em todos os ensaios,

através da relag@io entre a razio molar farmaco/lipidio inicial e final, conforme a seguinte

equacio:

E (%) = 100 x (moles de farmaco / moles de lipidio g 4.1

(moles de farmaco / moles de lipidio )igicia

A concentracdo interna de farmaco por vesicula foi estimada através do didmetro
médio dos lipossomas e das concentragdes finais de lipidio e farmaco na suspensdo. A édrea
da secfo transversal de uma molécula de lecitina foi considerada como sendo 71 A,
enquanto a de colesterol foi de 19 A? (Israelachvili e Mitchel, 1975). Assim, para 60% de
lecitina e 40% de colesterol, tem-se uma 4rea de 50,2 A’. Considerando-se que 60% das

moléculas de lipidio que constituem um lipossoma se localizam na parte externa da bicamada
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(Powers et al., 1990}, foi possivel calcular o nimero de moléculas de lipidio por lipossoma,
o nimero de vesiculas por volume de amostra, o volume de solugfo capturada, o niunero de
moléculas de farmaco encapsulado por vesicula e a concentragfio interma de composto

encapsulado.

A eficiéncia de captura foi definida como 2 razfio percentual entre a concentragio

interna de farmaco na vesicula e a concentracdo de firmaco inicialmente em solug&o.

4.2.4.3. Determinacdo dos Didmetros Médios dos Lipossomas

O tamanho médio dos lipossomas foi obtido através da medida dos raios
hidrodindmicos por espectroscopia de espalhamento de luz por incidéncia de raios laser
(Quase-Elastic Light Scattering - QL.S), em equipamento da Malvern Instruments modelo
Autosizer 4700.

Para a realiza¢io das medidas, as amostras de lipossomas foram diluidas com tampéo

Hepes para a obtenco de concentragdes inferiores a 1 mM de lipidios.

4.2.4.4. Estabilidade de Estocagem dos Lipossomas

As vesiculas contendo estreptomicina, incorporada pela técnica de encapsulagiio
passiva durante a injecdo de etanol, a uma razfo molar F/L inicial de 166,3:5, foram
avaliadas quanto a sua estabilidade de estocagem a 4°C, observando-se se as mesmas
apresentavam agregacfio, fus@io ou liberagdo indevida do composto encapsulado. Os
lipossomas estocados na forma de suspensio aquosa foram monitorados através de medidas
de didmetro médio e de concentracio de farmaco retido na vesicula ap6s a realizagdo de
cromatografia de permeacio em gel para a remocio do composto liberado em um periodo

de até um més.
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Capitulo V

Resultados e Discussdo

5.1. Estudo Comparativo dos Métodos de Quantificacdo de Isoniazida

Apés a remogdo do agente ndo encapsulado nas vesiculas, € necessario fazer o
rompimento destas antes da determinacio espectrofotométrica direta da concentragio de
farmaco incorporado. Este rompimento € importante devido a interferéncia das vesiculas nas
medidas de absorbincias dos compostos, resultante do espalhamento de luz pelos
lipossomas. Além disto, a blindagem feita pelos lipossomas mtactos pode dificultar a
penetracéio da luz nas moléculas de farmaco encapsuladas no seu interior. Desta forma, com
a dissolugéo dos lipossomas por solventes organicos ou detergentes, € possivel a obtengéo
de sistemas mais homogéneos, onde a determinacfio da concentragfio do agente encapsulado

pode ser feita de forma mais adequada.

Justo (1999), empregando etanol para a dissoluciio das vesiculas, verificou que este
solvente pode nfio apresentar solubilizacio adequada. Desta forma, no presente trabalho, o

uso do etanol foi comparado ao do metanol e do detergente Triton X-100 reduzido.

Com a finalidade de definir o tempo minimo necessario para a estabilizagdo das
medidas de absorbéncia a 260 nm, foi realizado um acompanhamento destas medidas com o
tempo, durante meia hora, para amostras de lipossomas vazios de SPC:Col extrudados e
para a isoniazida, apos a adicdio de metanol as amostras. As curva de calibragfio para os
lipossomas vazios ¢ para a isoniazida com metanol estdo mostradas nas Figura 5.1 ¢ 5.2,
respectivamente. Na primeira curva, observou-se boa linearidade at¢ uma concentragfio de
lipossomas de 0,3 mM, verificando-se uma discreta tendéncia a redugdo nos valores de
absorbincia com o tempo, sendo estas pouco significativas no mtervalo de meia hora.
Assim, decidiu-se efetuar as medidas 10 minutos apds a adi¢io deste solvente (melhor
correlagio obtida). A curva da Figura 5.2 mostra as medidas de absorbincia para

concentragtes de isoniazida de 0 a 1,0 mM, realizadas 10 minutos apds a adi¢do do metanol.
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Figura 5.1: Curva de calibragdo para a determinagio da concentragio lipidica de lipossomas

extrudados de SPC:Col (60:40 mol%) em presenca de metanol.
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Figura 5.2: Curva de calibragiio para a determinacio da concentragdo de isomiazida em

presenca de metanol.

Nos ensaios empregando-se etanol como solvente, realizou-se um estudo da variagiio
das absorbincias correspondentes as concentragdes de isomiazida (0 a 1 mM) e de
lipossomas vazios de SPC:Col (0 a 7,5 mM), no intervalo de uma hora. Observou-se que

no houve variagdes significativas nas medidas de absorbancias, decidindo-se assim efetuar
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as medidas logo apos a adigio deste solvente. Apesar das curvas obtidas terem apresentado
coeficientes de correlacdo linear da ordem de 0,99, tanto para os lipossomas vazios como
para a isoniazida isolada, verifica-se que os valores de absorbincia sio muito baixos,
indicando uma sensibilidade relativamente baixa desse método. Isto pode ser facilmente
relacionado ao elevado volume de etanol que € adicionado no ensaio (diluigdo de 10 vezes),

podendo gerar erros apreciaveis na detecgio de baixas concentracSes dos compostos.

Para o Triton X-100 reduzido, também estudou-se a variacdo das medidas de
absorbancias de amostras de lipossomas e de isoniazida num intervalo de meia hora, ndo se
observando novamente mudangas significativas nas medidas. Para a quantificacc com o
Triton, a faixa de concentracio de isoniazida que garantiu linearidade em relagio as
absorbéncias foi de 0 a 0,3 mM, menor que nos outros métodos (0 a 1 mM de isontazida).
Ja para os lipossomas, esta faixa foi de 0 a 0,5 mM. Os resultados permitiram determinar
que nos ensajos posteriores as medidas das absorbancias fossem realizadas logo apos a

adi¢do de detergente as suspensdes de lipossomas.

Desta forma, os trés métodos estudados poderiam ser empregados para a
quantificaciio dos farmacos encapsulados em lipossomas. Os métodos com metanol e com
Triton X-100 sdo mais indicados por nido causarem uma grande diluicio como o método
com etanol. Contudo, como o Triton X-100 reduzido tem preco bastante elevado, este

poderia ser efetivamente substituido pelo metanol no rompimento das vesiculas.

5.2. Andlise das Técnicas de Remocdo de Farmaco ndo Encapsulado em Lipossomas

Encapsulando Isoniazida por Incorporacdo Passiva

Com o intuito de avaliar a metodologia mais eficiente para a remocio de farmacos
ndo incorporados as vesiculas, foram testadas trés técnicas distintas: a cromatografia de
permeacdo em gel, a didlise ¢ a ultrafiltracfio. Para isto, realizou-se a encapsulagdo passiva
da isoniazida em lipossomas de SPC:Col (60:40 mol%) a uma razio molar inicial
farmaco/lipidio de 13,33, empregando-se uma solugfio de isoniazida com concentragio de
100 mM em tampédo Hepes. Nestas condigdes, a eficiéncia de encapsulagio tedrica maxima,

para as vesiculas com didmetros médios de 270 nm, seria de 3,4%. Com isto, haveria um
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grande excesso de firmaco ndo encapsulado a ser removido, podendo-se assim realizar um
estudo mais abrangente, pois a escolha de uma técnica que possibilite a separacfo eficiente
de uma elevada concentragio de farmaco poderia eventualmente ser utilizada com sucesso
nos ensaios de encapsulagdo ativa, onde a concentrag@io inicial de farmaco utilizada ¢
bastante inferior (4mM).

Os resultados de eficiéncias de encapsulagdo de isoniazida nos lipossomas,
utilizando-se as trés técnicas de remocgdo do farmaco livre € os trés métodos de

quantificacdo do mesmo testados anteriormente, estdo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Comparagéio das eficiéncias de encapsulagio relativas & incorporagio passiva de
isoniazida em lipossomas extrudados de SPC:Col, obtidas empregando-se diferentes técnicas

de remocio do farmaco nio incorporado e distintos métodos de quantificacfio da isoniazida.

Eficiéncia de Encapsulacio (%)
Método de Meétodo de Quantificacio
Remocio Metanol Etanol Triton
Cromatografia 0,61 0,00 5,39
Dialise 0,63 0,00 0,71
Ultrafiltracio 0,76 0,10 1,35

Como pode-se observar na tabela, o método de quantificagiio com etanol mostrou-se
pouco sensivel na deteccBio das concentragdes de farmaco. Conforme mencionado
anteriormente, este método requer um volume grande de solvente, causando diluigfio nas

amostras e dificultando a detecgfio de baixas concentracdes de farmaco.

Apesar de terem sido obtidos bons resultados com o uso do Triton X-100 para o
rompimento de lipossomas vazios, o detergente néio se mostrou eficiente no rompimento das
vesiculas encapsulando o farmaco, resultando em amostras turvas apds sua adicdo. E
importante considerar que a presenca do firmaco no interior da vesicula pode alterar a
forma como o detergente age no rompimento do lipossoma, podendo ndio ser tdo eficiente

como no rompimento da vesicula vazia. Desta forma, o sistema gerado pode ndo ser
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homogéneo, devido & presenga de micelas mistas ou ainda de pequenas vesiculas que
possivelmente estariam ainda causando espathamento de luz, interferindo na detecgéo

espectrofotométrica do composto terapéutico.

Embora estes métodos de quantificacio sejam freqgiientemente utilizados, o emprego
tanto do etanol quanto do Triton X-100 para a dissolugdo das vesiculas lipidicas contendo
isoniazida ndo foi adequado para o sistema em questdo. Sendo o método de quantificagio
com o metanol o mais eficiente nesta avaliacio, este foi adotado para os estudos

subseqiientes.

A Tabela 5.2 apresenta detalhadamente os resultados obtidos com ¢ uso do metanol.
Pode-se observar que as trés técnicas de separacio da isoniazida apresentaram resultados
consistentes entre si. Assim, para a escolha daquela a ser utilizada nos ensaios posteriores,

levou-se em conta fatores como a viabilidade econdmica e o tempo da realizagio do ensaio.

Tabela 5.2: Raz8o molar final farmaco/lipidio (F/L), concentragdes finais de lipidios e de
isoniazida encapsulada em lipossomas extrudados de SPC:Col. Os resultados sdo relativos a
quantificagdo de isoniazida com metanol, apds a separa¢io do firmaco livre através de trés

técnicas distintas. Os lipidios foram determinados pela detecgdo de fosfato.

Método de Concentracio Final  Concentracdo Fmnal Razio Molar
Remocio de Isoniazida (mM) de Lipidios (mM) Final F/L.
Cromatografia 0,097 1,21 0,080
Dialise 0,561 6,64 0,084
Ultrafiltragdo 0,331 3,24 0,102

Dentre os trés métodos investigados, a dialise € o mais simples ¢ o mais lento.
Contudo, ja foi relatado na literatura (Dipali et al., 1996) que a cada troca de tampfo
realizada, a amostra ¢ submetida a um elevado gradiente de concentragdo, o que poderia
causar a saida dos compostos encapsulados nos lipossomas, acarretando a obtencéio de

menores eficiéncias de encapsulagdo. Isto nfo foi constatado no presente trabalho.
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O mesmo se observa, embora em menor propor¢do, para amostras submetidas a
ultrafiltracdo. Outro fator a ser considerado é que esta técnica requer um longo tempo de
processamento da amostra, pois si0 necessarias pelo menos 4 etapas para uma remogio
eficiente, sendo a duracdo de cada etapa de cerca de 70 minutos. Além disto, a membrana
utilizada adiciona um custo relativamente elevado a0 processo e, experimentaimente,
verifica-se que neste sistema hi uma tendéncia de entupimento dos poros da membrana
quando concentracOes lipidicas elevadas sfo empregadas, o que pode, em certa extens3o,
comprometer a remocdo total do firmaco ndo encapsulado. Este fato pode ser a causa do

valor mais elevado observado para a razdo F/L final quando do uso da ultrafiltracio.

Como pode ser verificado na Tabela 5.2, a cromatografia de permeagio em gel
apresenta a desvantagem de diluir as amostras. Quando se emprega esta técnica para a
separacéio de compostos destinados a aplicagbes terapéuticas, pode haver a necessidade de
se realizar a concentragdo da suspensdo final. Contudo, € uma técnica rapida e bastante
eficiente para a separagio do composto terapéutico utilizado neste estudo, devido a grande

diferenca de tamanho deste em relacéo aos lipossomas.

Ressalta-se que qualquer uma das trés técnicas poderia ser utilizada nos estudos
subseqiientes, conseguindo-se bons resultados. A técnica adotada foi a cromatografia de
permeacio em gel, devido 4 necessidade de se utilizar uma técnica rapida para a execugio de
um grande mimero de experimentos. Este fator inviabilizaria o uso da ultrafiltracio. Além
disso, considerando-se o custo relativamente elevado do tamp#o utilizado, a cromatografia
tem a vantagem de requerer uma quantidade menor de tampdo (150 mL para 3 mL de
amostra) que a didlise (480 ml. para 3 mi. de amostra).

5.3. Preparacdo e Caracterizacdo de Lipossomas por Hidratacdo do Filme Lipidico Seco
seguida de Extrusio

Os lipossomas vazios extrudados, preparados por hidratacfo do filme lipidico seco
com solucdo tampdo citrato, apresentaram didmetro médio de 275 nm, apesar das
membranas de policarbonato empregadas na extrusdo possuirem didmetro nominal de poro
de 400 nm. A distribuicio tipica de tamanhos das vesiculas obtidas por esse método esta

mostrada na Figura 5.3, indicando uma distribuicio bimodal.
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A variacio de tamanho verificada nos lipossomas preparados por este método €
geralmente observada devido, provavelmente, a deformagfes das vesiculas durante o
processo de extrusdo a pressies e temperaturas relativamente elevadas, conforme também
verificado por outros autores (Lima, 2001; Costa, 2000; Justo, 1999; Perugini e Pavanetto,
1998).

Os difmetros das vesiculas nfo apresentaram mudancas significativas apos a
incorporagdo dos compostos terapéuticos, estando dentro da faixa recomenddvel para a
administragdo por inalagdo (Lasic, 1993) Os valores dos didmetros correspondentes aos
lipossomas encapsulando os firmacos serfo apresentados nos itens correspondentes a cada

farmaco.

101

Freqiiéncia (%)
(4]
]

Diametro (nm)

Figura 5.3: Distribuigo tipica dos didmetros dos lipossomas vazios extrudados, obtidos por
hidratacdo do filme hpidico seco com acido citrico, e diluidos com tampio Hepes. O

didmetro médio é de 275 nm.

5.3.1. Encapsulacio Ativa de Isoniazida em Lipossomas Extrudados

Os resultados do planejamento experimental completo, 2° com duplicatas no ponto
central, realizado para avaliar os fatores mais importantes na eficiéncia de encapsulagio da

isoniazida em lipossomas extrudados, estdo apresentados na Tabela 5.3. As varidveis razio
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molar inicial farmaco/lipidio (F/L inicial, temperatura € tempo de incubagio do farmaco foram

estudadas em dois niveis, e 0s valores de cada nivel também estio mostrados nesta tabela.

Pode-se observar pela Tabela 5.3 que as eficiéncias de encapsulagdo para a
isoniazida variaram de 1,1% a 22,5%, sendo os melhores resuitados obtidos nos ensaios 3 e
7, quando se tinha uma razdo (F/L)uica de 0,2, uma temperatura de incubacio de 60°C, e

tempos de incubagdo de 10 e 60 minutos, respectivamente.

Tabela 5.3: Planejamento experimental completo para a eficiéncia de encapsulacio da
isoniazida em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ensaio  (F/L)umiciar  Temperatura  Tempo  (F/L)ga  Eficiéncia  Didmetro
°C) (min) (%) (nm)
1 0,2 25 10 0,009 4.6 265
2 2,0 25 10 0,022 1,1 272
3 0,2 60 10 0,036 - 18,1 258
4 2,0 60 10 0,025 1,2 258
5 0,2 25 60 0,009 4,5 268
6 2,0 25 60 0,022 1,1 270
7 0,2 60 60 0,045 22,5 255
8 2,0 60 60 0,045 2.3 254
9 1,1 42,5 35 0,029 2,6 269
10 1,1 42,5 35 0,048 44 270
:‘Razéo molar inicial firmaco/lipidio
Razio molar final firmaco/lipidio

Esses resultados diferem daqueles obtidos por Justo (1999), onde uma eficiéncia de
encapsulag@io de 100% foi obtida para a isoniazida quando se utilizou uma razdo (¥/L)iicia
de 0,2, uma temperatura de 60°C e um tempo de incubag¢do de 10 minutos. Entretanto,
naquele trabalho foi empregada uma composigdo lipidica diferente (DSPC:Col). A
distearoitfosfatidilcolina (DSPC) ¢ um hipidio sintético, enquanto a lecitina de soja (SPC) €
um lipidio natural hidrogenado contendo 95.5% de fosfatidilcolinas, fundamentalmente
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distearoilfosfatidilcolina (DSPC) e dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Essa diferenca na
composicdo dos lipidios pode ter gerado um modo de empacotamento diferente na bicamada

das vesiculas, afetando a permeabilidade da membrana ao farmaco.

Na Tabela 5.3 também s8o apresentados os valores das razdes molares finais (F/L)
equivalentes a cada ensaio. Como pode ser visto, esses valores sdo muito baixos,
correspondendo a concentragdes de farmaco muito pequenas (até 0,03 mM). Comparando-
se 0s ensaios 8 e 7, nota-se que, embora ndo se tenha um valor de eficiéncia significativo no
primeiro (2,3%), sua razdo molar final F/L (0,045) ¢é idéntica aquela obtida para o segundo
(com 22,5% de eficiéncia). Desta forma, nfo se pode afirmar que nfo ha farmaco associado
as vesiculas do ensaio 8, mas sim que a eficiéncia do processo foi baixa considerando-se a
alta concentracdio inicial de firmaco empregado (4,0 mM). O desejavel, do ponto de vista
farmacolégico, ¢ a obtengdio de uma alta concentracio de farmaco incorporado nos
lipossomas, disponivel para ser administrado. Contudo, do ponto de vista do processo de
prepara¢do das vesiculas, ¢ interessante se ter essa caracteristica associada a uma alta
eficiéncia, uma vez que os compostos terapéuticos de alto custo nem sempre podem ser
reaproveitados apos o processo. Foi com base neste enfoque que as analises estatisticas

foram realizadas.

O tratamento dos dados experimentais foi realizado com o auxilio do programa
computacional Statistica versio 5.0 da Microsoft.

Os efeitos dos fatores sobre a eficiéncia de encapsulacio do farmaco sdo ilustrados
na Tabela 5.4. De acordo com esses resuitados, verifica-se que nenhum fator estudado ¢é
estatisticamente significativo a um nivel de 95% de confianca. Contudo, considera-se que
95% de confianca ¢ um limite relativamente elevado para o sistema em questdo, onde um
nimero muito grande de etapas € realizado até a obtengfio do resultado final. Além disso,
analisando-se os valores de p da Tabela 5.4 (0,053 para a variavel (F/L)iicia € 0,0712 para a
temperatura), achou-se razodvel baixar o limite de confianca para o nivel de 90%. Os

resultados calculados considerando-se 90% de confianga estiio apresentados na Tabela 5.5.
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Tabela 5.4: Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de encapsulago da isoniazida nos

lipossomas extrudados.

Efeito Desvio t (1) p Lim.Conf Lim.Conf
Padrio -95% +95%
Média 6,238 0,411 15,162 0,0419 1,010 11,166

(1) (FLYmea | -11,020 0,920  -11,978  0,0530  -22,709  0,6697
(2) Temperatura | 8,195 0,920 8908  0,0712  -3.495 19,885

(3) Tempo 1,330 0,920 1446 03853  -10,359 13,019
(1 x(2) 27,525 0,920  -8,179 00774  -19215 4,165
(1) x(3) 0,810 0920  -0,880  0,5404  -12,499 10,879
@) x(3) 1,395 0,920 1,516 03712 -10,295 13,085

Mx)x@3) | -0.875 0,920  -0,951  0,5159  -12,565 10,815

Tabela 5.5: Valores de efeito, desvio padrfio, valor t, valor p e limites de confianga (90%),

obtidos do planejamento fatorial, para a eficiéncia de encapsulacio da isoniazida nos

lipossomas extrudados.
Efeito Desvio t(D) P Lim.Conf Lim.Conf

Padrio -90% +90%

Média 6,238 0,411 15,162 0,0419 3,640 8.836

(1) (F/Linicial -11,020 0,920 -11,978  0,0530 -8,414 -2,606
(2) Temperatura 8,195 0,920 8,908 0,0712 1,193 7,002
(3) Tempo 1,330 0,920 1,446 0,3853 -2,239 3,569
1) x ) 7,525 0,920 -8,179 0,0774 -6,667  -0,8582

(D) x(3) -0,810 0,920 -0,880 0,5404 -3,309 2,499

(2)x(3) 1,395 0,920 1,516 0,3712 -2,207 3,602

(1) x(2)x(3) 0,875 0,920  -0951 05159 3342 2467

fatores estatisticamente significativos a 90% de confianca.
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Observa-se pela Tabela 5.5 que os fatores significativos a 90% de confianga foram a
razdo molar mcial F/L, a temperatura e o termo de interacfio entre a (F/L)ica € 2

temperatura.

Ignorando-se os efeitos ndo significativos, chegou-se & Equacio 5.1 que descreve a

resposta eficiéncia de encapsulagiio em fungfio das varidveis analisadas.

Eficiéncia = 6,238 - 5,510 x (F/L)inicia + 4,097xTemperatura (5.1

- 3,763 x [(F/L)inicia xT'emperatura]

A Tabela 5.6 apresenta a andlise da variincia (ANOVA) para a eficiéncia de
encapsulagdo da isoniazida. Segundo a analise, o coeficiente de correlagfio foi de 94% e o F

calculado 9,7 vezes maior que o F tabelado ao nivel de 90% de confianga.

Tabela 5.6: Andlise da Varidncia para a eficiéncia de encapsulacio da isoniazida em
lipossomas extrudados de SPC:Col.

Fonte de Soma Graus de Meédia Teste F
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdo 490,448 3 163,483 31,8
Residuo 30,845 6 5,141
Falta de Ajuste 29,152 5
Erro Puro 1,693 1
Total 521,293 9

Coeficiente de correlaciio R*=0,94
Fo.90.3.6=3,29

De acordo com Barros Neto (1995), se o valor de Fjcuago for maior que o de
Fanelago> J4 h4 uma evidéncia estatistica para a proposi¢io de um modelo. Porém, um modelo
significativo do ponto de vista do teste F pode nfio ser util para realizar previsGes, por cobrir

uma faixa de variacio pequena dos fatores estudados. Box e Wetz (1973) sugerem que para
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gue um modelo seja nfo apenas estatisticamente significativo, mas também util para fins

preditivos, 0 Feaicuado deve ser no minimo de quatro a cinco vezes o valor de Fiserado-

Neste planejamento foram observados bons valores para o teste F e para o
coeficiente de correlagfio. Calculando-se os desvios dos valores preditos pelo modelo em
relacfio aos valores observados experimentalmente, constatou-se a existéncia de valores de
desvios elevados para uma parte dos dados. Contudo, nota-se que isto ocorreu sempre para
os valores de eficiéncia muito baixos, onde uma diferenca considerada grande do ponto de
vista estatistico nfo € significativa no tocante 3 eficiéncia de encapsulacio. Os valores desses

desvios estdo apresentados na Tabela A.1 do Anexo 1.

Com o intuito de avaliar melhor o comportamento do sistema nas condigcdes
estudadas, os efeitos das varidveis estdo representados na Figura 5.4. Com base na Equacio

3.1, construiu-se a superficie de resposta apresentada na Figura 5.5.
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Figura 5.4: Resultado dos efeitos da raziio molar inicial /L, da temperatura, do tempo de
incubagdo ¢ de suas interagbes sobre a varidvel resposta eficiéncia de encapsulagdo da

isoniazida em lipossomas extrudados de SPC:Col.
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Pelas Figuras 5.4 ¢ 5.5, pode ser observado que a razdo molar inicial F/L foi a
variavel independente que mais afetou a eficiéncia de encapsulagdo, sendo que um
decréscimo no valor dessa variavel gerou uma maior incorporagéo da isoniazida. J o efeito

da temperatura foi o inverso, pois um incremento no valor dessa varidvel conduziu a um

aumento consideravel na eficiéncia,

Analisando-se a Figura 5.5, observa-se que na faixa operacional estudada, maior
eficiéncia de encapsulagiio é obtida a alta temperatura de incubagfio e baixa razfio molar
inicial farmaco/lipidio. Este comportamento foi verificado independentemente do tempo de

incubagfio das suspensdes de lipossomas com o farmaco.

Com o intuito de otimizar o sistema, obtendo-se eficiéncias de encapsulaciio maiores,
poderia ser cogitada a hipdtese de expansdo do planejamento, estudando-se as variaveis
significativas em outras faixas. Contudo, no planejamento aqui empregado, ja se havia
selecionado condi¢des proximas ao limite operacional. Para o sistema estudado, nfo ¢ viavel
a utilizagfio de razdes molares iniciais menores, devido a dificuldade de detecgdo do farmaco

a baixas concentracles, nem temperaturas maiores, que poderiam causar a degradacéio do

mesmo.

Loj) RBURBNR

Figura 5.5: Superficie de resposta para a eficiéncia de encapsulagfio da isoniazida em fungfio

da razdo molar inicial farmaco/lipidio ¢ da temperatura de incubagdo.
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Segundo Madden et al. (1990), a técnica de incorporagfo ativa possibilita indices
clevados de encapsulacdo, podendo chegar a 100%, mas isso varia consideravelmente com
as caracteristicas do composto terapéutico. Propriedades como solubilidade, coeficientes de
particio ¢ pKa tém uma grande importincia na incorporacio dos compostos. Os
pesquisadores também discutiram que a incubagfio do firmaco juntamente com os
lipossomas pode levar a uma diminuigdo no gradiente de pH, dificultando a encapsulagdo,
ou acarretando a liberagdo do farmaco encapsulado em um curto intervalo apos sua

incorporagio.

Na literatura, hd uma discrepincia em relagBo aos valores das constantes de
ionizaglio da isoniazida devido, em parte, aos diferentes métodos de determinacio
empregados (Brewer, 1977). Entretanto, observa-se uma aparente convergéncia para
valores de pKa na faixa de 2,0; 3,6 ¢ 10,8. Com base nessas referéncias, analisando-se a
estrutura do farmaco, supde-se que no pH empregado nos ensaios (7,4), provavelmente
apenas uma fracdo muilo pequena das moléculas de isoniazida estaria neutra, entrando na
vesicula e se protonando. Outra possibilidade € que devido a defeitos no empacotamento da
membrana lipidica, a molécula de farmaco poderia estar entrando no lipossoma na forma

protonada.

QOutro fator a ser considerado ¢ o coeficiente de partigio do farmaco em sistemas
hidrofobico/hidrofilico. Compostos que apresentam baixos valores de parti¢io do farmaco
podem ter dificuldade em atravessar a bicamada lipidica durante a incubagfio com o0s
lipossomas pré-formados. Um estudo realizado por Justo (1999) indicou um baixo valor de
particio para a isoniazida em sistemas contendo solugdes aquosas e l-octanol ou n-
dodecano, mas s6 esse fator isoladamente nfio pode explicar uma baixa eficiéncia de

encapsulacio.

Desta forma, conclui-se que para a encapsulagdo ativa da isoniazida em lipossomas
de SPC:Col, preparados pela hidratagfio do filme lipidico seco seguida de extrusiio, dentro
da faixa operacional avaliada as melhores condi¢Ses a serem utilizadas sfio uma'(F/L);ﬂicia; de
0,2 a uma temperatura de 60°C. Destaca-se¢ que a temperatura de 60°C estd acima da

temperatura de transigio de fases gelfliquido cristalino da lecitina de soja empregada
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(50,4°C), conferindo, possivelmente, maior fluidez 4 bicamada lipidica. Como o tempo de

incubacdo nfo foi muito significativo, sugere-se um tempo de 10 minutos de incubagio.

Para todas as amostras foram realizadas medidas dos didmetros médios das
vesiculas, apresentadas na Tabela 5.3. Pode-se observar que nfo houve variagfo significativa
entre as medidas, provavelmente devido & baixa incorporagdo do farmaco. Observou-se
também que a presenca do farmaco nfo induziu agregacio ou fusdo das vesiculas. A Figura
5.6 mostra uma distribui¢io tipica dos diimetros dos lipossomas extrudados encapsulando

isoniazida por incorporacdo ativa.

Fregtiéncia (%)
f
i

200 400
Diametro (nm)

Figura 5.6: Distribui¢do tipica dos didmetros dos lipossomas extrudados, encapsulando

isoniazida por incorporagio ativa. O diimetro médio € de 255 nm, referente ao ensaio 7.

5.3.2. Encapsulacdo Ativa de Pirazinamida em Lipossomas Extrudados

O planejamento experimental realizado para avaliar os fatores mais importantes na
eficiéncia de encapsulagdio da pirazinamida em lipossomas extrudados foi idéntico ao
realizado para a isomiazida. Os resultados obtidos, juntamente com as condi¢Ges

experimentais empregadas, estio apresentados na Tabela 5.7.
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Tabela 5.7: Planejamento experimental completo para a eficiéncia de encapsulagio da

pirazinamida em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ensaio  (F/L)icis  Temperatura Tempo (F/L)ma:  Fficiéneia  Didmetro
O (min) (%) (nm)
1 0,2 25 10 0,000 0,0 270
2 2,0 25 10 0,000 0,0 269
3 0,2 60 10 0,032 15,8 257
4 2,0 60 10 0,016 0,8 261
5 0,2 25 60 0,011 5.5 273
6 2,0 25 60 0,000 0,0 270
7 0,2 60 60 0,031 15,7 259
8 2,0 60 60 0,024 1,2 258
9 1.1 42,5 35 0,000 0,0 270
10 1,1 42,5 35 0,014 13 270

" razio molar inicial farmaco/lipidio
" raziio molar final fairmaco/lipidio

Para a pirazinamida, as eficiéncias de encapsulacio variaram de 0 a 15,8%, sendo os
melbores resultados obtidos nos ensaios 3 e 7, quando se tinha uma razio (F/L)iica de 0,2,
uma temperatura de incubagiio de 60°C, e tempos de incubagio de 10 e 60 minutos,

respectivamente.

Com o auxilio do programa Statistica foram obtidos os efeitos dos fatores sobre a
eficiéncia de encapsulacdo da pirazinamida. Observou-se¢ que a um nivel de 95% de
confianga apenas a razio molar micial F/L ¢é estatisticamente significativa. Todavia,
conforme visto na Tabela 5.8, os valores de p para a variavel temperatura e para o termo de
interacd0 (F/L)inicin € temperatura estdo muito proximos de 0,05. Desta maneira, como no
estudo anterior, reduziu-se o limite de confianca para 90%, e os resultados obtidos sdo

mostrados na Tabela 5.8.
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Tabela 5.8: Valores de efeito, desvio padrio, valor t, valor p e limites de confianga (90%),
obtidos do planejamento fatorial, para a eficiéncia de encapsulagio da pirazinamida nos

lipossomas extrudados.

Efeito Desvio t(1) p Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -90% +90%
Média 4,024 0,297 13,531 00469 2,146 5,902
(1) F/L)iniciat -8,763 0,665  -13,177 00482  -6,481 2,282
(2) Temperatura’ | 6,982 0,665 10,500  0,0604 1,392 5,591
(3) Tempo 1,463 0,665 2,199 02716  -1,368 2,831
M xQ) -6,017 0,665  -9.049  0,0701  -5,108  -0,909
(1x(3) -1,277 0,665 -1,921 03055 -2,738 1,461
@ x(3) -1,283 0,665 1,929 03045  -2,741 1,458
(Dx(2)x3) 1,467 0,665 2,207 02708  -1,365 2,833

" fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

Segundo a Tabela 5.8 e a Figura 5.7, pode-se verificar que, conforme observado
para a isoniazida, os fatores significativos s830 a razfio molar inicial F/L, a temperatura e o
termo de interagdo entre a (F/L)uicia € a temperatura. Observa-se que um incremento na
razdo F/L de 0,2 para 2,0 gerou uma queda na eficiéncia de encapsulagio. No caso da
temperatura, constatou-se um efeito inverso, seu acréscimo gerou um aumento na eficiéncia
de incorporagio do firmaco. Novamente, o tempo praticamente ndo afetou a varidvel

resposta estudada.

A partir destes resultados, chegou-se & Equagio 5.2 que descreve a resposta

eficiéncia de encapsulagfio da pirazinamida como fungfo das varigveis analisadas.

Eficiéncia = 4,024 - 4,381x (F/L)iniciat + 3,49 1xTemperatura (3.2)

- 3,009 x [(F/L)inicia xI emperatura]
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Figura 5.7: Resultado dos efeitos da razio molar inicial F/L, da temperatura, do tempo de
incubacio e de suas mteragdes sobre a variavel resposta eficiéncia de encapsulagfio da

pirazinamida em lipossomas extrudados de SPC:Col.

A Tabela 5.9 apresenta a analise da varidncia (ANOVA) para a eficiéncia de
encapsulagio da pirazinamida. O coeficiente de correlaggio foi de 88% e, segundo o teste F,

o valor calculado foi 4,4 vezes maior que o valor tabelado a 90% de confianca.

Tabela 5.9: Analise da Varidncia para a eficiéncia de encapsulagiio da pirazinamida em
lipossomas extrudados de SPC:Col.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagio Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséo 323,493 3 107,831 14,63
Residuo 44231 6 7.372
Falta de Ajuste 43,346 5
Erro Puro 0,885 1
Total 367.724 9

Coeficiente de correlacio R*=0,88
Fo90:3:6=3.29
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A Figura 5.8 ilustra a superficie de resposta para a eficiéncia de encapsulacio da
pirazinamida, construida a partir da Equacfio 5.2. Nota-se através da figura que as melhores
eficiéncias de encapsulagiio sfo obtidas a altas temperaturas e baixas razdes molares miciais
F/L. Destaca-se que, como no caso da isoniazida, uma otimizacio do sistema nfo foi

realizada devido as mesmas limitagbes operacionais discutidas anteriormente.

188

Aojg) BORFEWR

Figura 5.8: Superficic de resposta para a eficiéncia de encapsulagio da pirazinamida em

fungio da razdo molar inicial farmaco/lipidio e da temperatura de incubagfo.

A pirazinamida apresentou um comportamento semelhante ao da isoniazida, com
valores de eficiéncia relevantes apenas para temperatura elevada e baixa razfo molar inicial
F/L, independentemente do tempo de incubagfio. Isto ja era esperado, uma vez que os
farmacos apresentam estruturas quimicas similares. O coeficiente de particio deste farmaco
em sistema octanol/Hepes ¢ praticamente idéntico ao observado para a isoniazida, € o

mesmo se aplica para o sistema octanol/citrato (Justo, 1999), verificando-se actmulo

preferencial do fArmaco na fase aquosa.

Quanto ao pKa, este composto apresenta, segundo a literatura (Merck Index, 1996),
um valor correspondente a 0,5. O que poderia estar ocorrendo ¢ que no pH de 7,4 uma

fracdo muito grande de moléculas estaria neutra, podendo permear a bicamada, porém,
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poucas moléculas estariam sofrendo ionizagfio no interior da vesicula (pH 4,0), e a maioria
estaria retornando a fase externa. Contudo, apenas suposi¢cdes podem ser feitas a respeito
dos estados de ionizagdo das moléculas deste firmaco, pois a andlise de sua estrutura nfic €
Obvia, ndo se podendo afirmar se as mesmas encontram-se neutras ou ionizadas nas

condi¢cdes de pH empregadas.

As medidas de diimetros médios das vesiculas encapsulando pirazinamida podem ser
vistas na Tabela 5.7, nfo sendo, também neste estudo, observadas vanacdes significativas
entre as medidas. A Figura 5.9 mostra uma distribuico tipica dos didmetros dos lipossomas

extrudados encapsulando pirazinamida por incorporago ativa.,

10
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Figura 5.9: Distribuigiio tipica dos didmetros dos lipossomas extrudados, encapsulando

pirazinamida por incorporago ativa. O didmetro médio ¢ de 257 nm, referente ao ensaio 3.

5.3.3. Encapsulacdo Ativa de Estreptomicina em Lipossomas Extrudados

Para a andlise dos fatores que exercem maior influéncia sobre a eficiéncia de
encapsulagio da estreptomicina em lipossomas extrudados, foi realizado um planejamento
experimental semelhante aos citados anteriormente, variando-se apenas os valores utilizados

para a razdo molar inicial F/L.. Os resultados de eficiéncia de encapsulagio, didmetro médio
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das vesiculas e as condi¢es experimentais empregadas nos ensaios estdo apresentados na
Tabela 5.10.

Pode-se observar através da anilise da Tabela 5.10 que as eficiéneias de
encapsulacdo variaram de 0 a 21,0% nas condigtes estudadas. O melhor resultado foi obtido
no ensaio 3, onde foram utilizados a menor razdo (F/L)uiia (0,18), a temperatura mais

elevada (60°C) e o menor tempo de incubagio (10 minutos).

Tabela 5.10: Planejamento experimental completo para a eficiéncia de encapsulacfio da

estreptomicina em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ensai0  (F/L)uia  Temperatura  Tempo (F/L)ta  Eficiéneia  Diametro
0 (min) (vo) (nm)
1 0,18 25 10 0,000 0,0 294
2 1,76 25 10 0,000 0,0 287
3 0,18 60 10 0,038 21,0 274
4 1,76 60 10 0,033 1,9 278
5 0,18 25 60 0,019 10,9 283
6 1,76 25 60 0,000 0,0 285
7 0,18 60 60 0,018 9,8 279
8 1,76 60 60 0,019 1,1 279
9 0,97 42,5 35 0,023 2.4 283
10 0,97 425 35 0,010 1,0 285
:*razﬁo molar inicial farmaco/lipidio
razéio molar final farmaco/lipidio

Apos a andlise dos dados experimentais com o auxilio do programa Statistica,
observou-se que apenas a variavel razio molar (F/L)uicia fOi estatisticamente significativa a
95% de confianca, conforme ja tinha sido observado para a encapsulagio da pirazinamida.
Da mesma forma que anteriormente, realizou-se para este farmaco a analise dos dados

considerando-se o limite de confianca de 90%.
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A Tabela 5.11 mostra os efeitos das varidveis independentes estudadas sobre a
eficiéncia de encapsulagfio da estreptomicina. Para uma melhor visualizaco dos resultados,

a Figura 5.10 ilustra os efeitos de cada fator.

Tabela 5.11: Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de encapsulagdo da estreptomicina nos

lipossomas extrudados.

Efeito Desvio t (1) P Lim.Conf Lim.Conf

Padrdo -90% +90%

Média 4,813 0,311 15485  0,0411 2,851 6,775

(1) (F/L)igicial -9,665 0,695  -13,906  0,0457 -14,053  -5277

(2) Temperatura’ | 5,725 0,695 8237  0,0769 1,337 10,113

(3) Tempo -0,295 0,695 0424 07444  -4,683 4,093

MHx@" -4.200 0,695 -6,043  0,1044  -8,588 0,188

M x3) -0,130 0,695 -0,187  0,8823 4,518 4258

@QxG) -5,760 0,695 8,288 00764 -10,148  -1,372

D x2)yx @3 5,335 0,695 7,676  0,0825 0,947 9,723

" fatores estatisticamente significativos a 90% de confianca.
™ fator estatisticamente significativo a 89% de confianca.

Pode ser verificado que a razfio molar inicial F/L foi a variavel que mais afetou a
eficiéncia de encapsulagdo. Um incremento de 0,18 para 1,76 provocou em média uma
queda de 9,7% na varidvel resposta. A varidvel temperatura, o termo de interagio
temperatura ¢ tempo, e o termo de interagfio entre os trés fatores apresentaram praticamente
os mesmos valores de efeitos, em termos absolutos. Diferentemente da (F/L )iicial, a €levacio
da eficiéncia foi diretamente proporcional ao aumento da temperatura. O termo de mteragéo

(F/L)iniciat € temperatura foi considerado significativo a um nivel de 89% de confianca.
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Figura 5.10: Resultado dos efeitos da razio molar inicial F/L, da temperatura, do tempo de
incubagéio e de suas interacBes sobre a variavel resposta eficiéncia de encapsulagdo da

estreptomicina em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ignorando-se os fatores nfio significativos, chegou-se a seguinte equagfo:

Eficiéncia = 4,813 - 4,832 x (F/L)inicia + 2,862 x Temperatura - 2,100 x [(F/L )inicia x Temperatura)
- 2,880 x [ Temperatura x Tempo| + 2,667 x [{F/L }inicial x Temperatura x Tempo]

(3.3)

Foi realizada a andlise da varidncia (ANOVA) para a validagio do modelo proposto
pela analise estatistica e os resultados sio mostrados na Tabela 5.12. O coeficiente de
correlacdo verificado foi de 94% e, pelo teste F realizado, a razdo entre 0 Foaicuiado © Frabetado
foi de 3,2. Apesar do valor do teste F ser menor que 4,0, calculando-se os desvios dos
valores preditos pelo modelo em relacio aos observados experimentalmente, observou-se
uma boa correspondéncia para os dados de maior eficiéncia de encapsulac@o (Tabela A.3 do
Anexo I). Conforme ja mencionado, para as eficiéncias muito baixas verificou-se desvios

bem majores, indicando que para esses valores o modelo nfio seria preditivo.
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Tabela 5.12: Andlise da Varidncia para a eficiéneia de encapsulagio da estreptomicina em
lipossomas extrudados de SPC:Col.

Fonte de Soma Graus de Meédia Teste F
Variacdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdo 410,935 5 82,187 12,82
Residuo 25,635 4 6,409
Falta de Ajuste 24,669 3
Erro Puro 0,966 1
Total 436,570 9

Coeficiente de correlacio R*=0,94
Fo.90:5.4=4,05

A partir da Equagdo 5.3, construiu-se a curva ilustrada na Figura 5.11a, que da
indicios do comportamento da encapsulacio da estreptomicina com as variagfes da razio
molar inicial F/IL e da temperatura de incubagfio. A Figura 5.11b mostra a superficie de
resposta para a eficiéncia de encapsulagdo do firmaco em funcgfio do tempo e da temperatura
de incubagdo, fixando a razéo molar inicial F/L no menor valor estudado (0,18).

Verifica-se pela Figura 5.11a que altos valores de (F/L)incia Do sfo mnteressantes,
nfo se tendo quase nenhuma incorporacio do composto terapéutico na (F/L)inicia mais

elevada, por toda a faixa de temperatura estudada.

De acordo com a Tabela 5.10, verifica-se que a maior eficiéncia (21,0%) foi obtida
na mepor razio molar F/L, no menor tempo de incubagio, € na maior temperatura (ensaio
3). Entretanto, se o tempo for aumentado, verifica-se uma queda desse valor para 9,8%.
Uma possivel explicacio € que na temperatura de 60°C, a encapsulagio maxima do firmaco
ja ocorre em um curto periodo de tempo de incubagdo. Contudo, a exposicéio das vesiculas
contendo o firmaco a uma alta temperatura, por um longo tempo, pode causar
desestabilizacdo na bicamada lipidica, com liberagdo do composto ou até mesmo a
degradacgdio do farmaco. Isto pode ser melhor visualizado na Figura 5.11b.
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Figura 5.11: Superficies de resposta para a eficiéneia de encapsulagfio da estreptomicina em

funcdo a) da razfio molar inicial farmaco/lipidic ¢ da temperatura de incubago, e b) do
tempo e da temperatura de incubagio.
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Um outro comportamento foi observado para a temperatura mais baixa (25°C). Pelo
ensaio 5, nota-se uma encapsulagio de 10,9% quando se utilizou maiores tempos de
incubagdo. Isto ¢ possivel pois baixas temperaturas requerem maiores tempos de incubagio
para a incorporagio do composto, uma vez que, possivelmente, a etapa de difusfio do
farmaco através da bicamada lipidica ¢ a etapa limitante da acumulagio do férmaco no

interior da vesicula.

De forma semelhante aos planejamentos realizados para isoniazida e pirazinamida, a
maior eficiéncia de encapsulagfio da estreptomicina nos lipossomas extrudados de SPC:Col
foi obtida com alta temperatura e baixos valores das variaveis razio molar inicial F/L e
tempo de incubacdo. As eficiéncias de encapsulagdo também apresentaram valores baixos
para a técnica de incorporagfio ativa. Isto pode ser decorrente do forte cariter hidrofilico
deste composto, que apresenta coeficiente de particdo octanol/Hepes praticamente nulo
(Justo,1999). Além disso, a estreptomicina possui uma elevada massa molecular (14574
Da). Estas caracteristicas associadas, provavelmente, dificultaram a permeacfo do composto
através da bicamada lipidica. Para a estreptomicina, ndio foram localizados na literatura
valores de pKa, nico sendo feita uma anilise da influéncia deste fator na eficiéncia de

encapsulacdo do firmaco.

Diante destes resultados, as variaveis poderiam ser analisadas em outras faixas, como
a maiores temperaturas e menores razdes molares iniciais. Contudo, conforme discutido nos
planejamentos da isoniazida e pirazinamida, devido a limitages operacionais, isto pode nio
ser apropriado. Outra andlise poderia ser feita em torno da temperatura mais baixa (25°C) a
maiores tempos de incubagdo, entretanto, uma eficiéncia de 10,9% ndo ¢ indicio suficiente
para sugerir maiores estudos nesta faixa, uma vez que ¢ um valor de eficiéncia de

encapsulagdo ainda muito baixo para a técnica utilizada.

Os valores de didmetros dos lipossomas apresentados na Tabela 5.10 nfo variaram
significativamente. Uma distribui¢fio tipica dos tamanbos dos lipossomas extrudados
encapsulando estreptomicina aparece na Figura 5.12. Novamente observa-se uma

distribuiciio bimodal nos didmetros das vesiculas lipidicas.
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Figura 5.12: Distribui¢fio tipica dos didmetros dos lipossomas extrudados, encapsulando
estreptomicina por incorporagdo ativa. O didmetro médio € de 274 nm (medida referente ac

ensaio 3).

5.4. Preparacio e Caracterizacido de Lipossomas por Injecdo de Etanol

O método de mjeciio de etanol foi testado como uma alternativa ao método
tradicional de hidratacdo do filme lipidico seco, por ter a vantagem de ser um método
simples, de rapida execugfio e por possibilitar a produgfio de lipossomas em uma maior
escala, aspecto de grande relevincia do ponto de vista industrial. Além disto, devido a
presenca de etanol residual na preparagio, as caracteristicas de empacotamento molecular da
bicamada lipidica poderiam apresentar-se diferentes das vesiculas extrudadas, resultando em

diferentes comportamentos quando na presenca dos farmacos estudados.

Uma distribuicdo tipica dos didimetros dos lipossomas vazios obtidos pelo método de
injeciio de etanol pode ser vista na Figura 5.13. As vesiculas vazias apresentaram didmetro
médio de 139 nm, valor superior ao citado na literatura, em torno de 25 nm (Batzri e Korn,
1973), possivelmente devido a mistura pouco eficiente do solvente orgénico com a solugéo
aquosa. As vesiculas obtidas possuem didmetros adequados para administragio por via
pulmonar {Lasic, 1993).
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Figura 5.13: Distribui¢do tipica dos didmetros dos lipossomas vazios obtidos pelo método

de mjecio de etanol, apresentando diimetro médio de 139 nm.

A técnica de encapsulacdo ativa em lipossomas vazios preparados por inilecdo de
etanol foi testada para os trés farmacos, utilizando-se novamente a estratégia estatistica de
planejamento experimental como ferramenta para avahiar a influéncia das varidveis razio
molar inicial F/L., temperatura e tempo de incubaciio das amostras na eficiéncia de

encapsulacdo dos farmacos.

Para cada composto terapéutico, foi empregado um planejamento experimental
completo 2°, com duplicatas no ponto central. Para as varidveis temperatura e tempo de
incubagdio, foram empregadas as mesmas condices experimentais dos ensaios com
lipossomas extrudados, havendo mudangas somente nos valores de razio molar inicial F/L
empregados. Os resultados obtidos para cada farmaco estudado serdio apresentados nos itens

que se seguem.
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5.4.1. Incorporacio Ativa de Isoniazida em Lipossomas Preparados por Injecio de
Etanol

Os valores de eficiéncias de encapsulagio e difimetros médios obtidos apéds a
incorporagdo ativa da isoniazida em vesiculas preparadas por mjecio de etanol sdo

apresentados na Tabela 5.13.

Tabela 5.13: Plancjamento experimental completo para a eficiéncia de encapsulacio de

isoniazida em lipossomas preparados pelo método de injecdo de etanol.

Ensaic  (F/L)inic  Temperatura  Tempo  (F/L)sw  Eficiéncia  Didmetro
O (min) (%) (nm)
1 0,16 25 10 0,013 8.3 128
2 1,60 25 10 0,012 0,7 129
3 0,16 60 10 0,015 9.3 132
4 1,60 60 10 0,003 0,2 127
5 0,16 25 60 0,026 16,0 130
6 1,60 25 60 0,024 1,5 131
7 0,16 60 60 0,002 1,0 140
8 1,60 60 60 0,007 0,4 131
Y 0,88 42,5 35 0,001 0,1 124
10 0,88 42,5 35 0,012 1,3 129
”Razi{) molar inicial farmaco/lipidio
Razio molar final farmaco/lipidio

Na incorporagdo da isoniazida em vesiculas preparadas por mjecdo de etanol, notou-
se um comportamento um pouco diferente daquele observado para os lipossomas
extrudados. Os melhores resultados foram adquiridos nos ensaios 3, 3 e 1, respectivamente,
sendo 16,0% o maximo valor de eficiéncia de encapsulagio obtido. Conforme mencionado
anteriormente, as vesiculas obtidas pelo método de mjecio de etanol podem apresentar um

empacotamento da bicamada diferente daquelas obtidas por hidratacéo do filme lipidico seco
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seguida de extrusdo. Isto pode ser a causa da diferenca entre as eficiéncias de encapsulagio
obtidas através dos dois métodos. A presenca do etanol nfo removido durante a incubacgfo
dos hpossomas com o firmaco (uma vez que a cromatografia de permeagiio em gel causaria
a diluicdio das amostras) poderia estar afetando de alguma forma a incorporacio do farmaco.
Contudo, ndo foram encontradas na literatura informacSes a respeito da influéncia deste

fator na encapsulaggo.

Essa diferenca na incorporagdo de isoniazida em lipossomas preparados pelos dois
métodos também foi observada em uma investigagio preliminar realizada por nosso grupo
de pesquisa quando se utilizou como composi¢io hpidica DSPC/Col (60:40 mol%).
Conforme mencionado anteriormente, para essa composicdo de lipidios, razdo F/L inicial de
0,2, temperatura de 60°C ¢ tempo de incubacfio de 10 minutos, uma eficiéncia de
encapsulacdo de 100% foi obtida em lipossomas extrudados. Entretanto, empregando-se as
mesmas condi¢des de encapsulagio, apenas 25% de isoniazida foi incorporada em vesiculas
preparadas por inje¢dc de etanol. Da mesma forma que observado aqui, quando foram
utilizados valores de razdes F/L iniciais superiores, as eficiéncias de encapsulagio cairam
bastante. Comparando-se estes resultados com os apresentados na Tabela 5.13, observa-se
novamente uma melhor incorporacdo do composto quando do uso do DSPC. Contudo,
ressalta-se que este composto tem custo aproximadamente 400 vezes mais elevado que o
SPC.

Apo6s o tratamento dos dados, obteve-se os resultados apresentados na Tabela 5.14.
A Tabela 5.15 apresenta a andlise da varidncia (ANOVA) efetuada para a validagdo do

modelo considerando-se os fatores significativos.

Pode-se observar pela ANOVA que o coeficiente de correlacio foi de 90%,
contudo, o teste F ndo apresentou um bom resultado (Feucuado 1,8 vezes maior que Fiapeiado),
indicando a inadequac3o do modelo. Assim, a andlise do planejamento fatorial foi efetuada
com base nos efeitos mostrados na Tabela 5.14.



Capitulo V: Resultados e Discussdo 81

Tabela 5.14: Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de encapsulagio da isoniazida nos

lipossomas preparados por injecio de etanol.

Efetto Desvio t(1) p Lim.Conf Lim.Conf
Padriio -90% +90%
Média 3,883 0275 14,118  0,0450 2,147 5,620
(1) (F/LYiniciar -7,920 0,615  -12,878 0,0493  -11,803  -4,037
(2) Temperatura” | -3,910 0,615  -6,358  0,0993  -7,793  -0,027
(3) Tempo 0,110 0,615 0,179  0,8873 3773 3,993
Hx@" 3,080 0,615 5008  0,1254  -0,803 6,963
Hx3) 0,400 0,615 0,650  0,6329  -3,483 4283
@x3) -4,140 0,615  -6,732  0,0939  -8,023  -0,257
MHx@x3) 3,850 0,615 6,260  0,1008  -0,033 7,733

" fatores estatisticamente significativos a 90% de confianca.
* fator estatisticamente significativo a 89% de confianca.
™ fator estatisticamente significativo a 87% de confianga.

Tabela 5.15: Analise da Varidncia para a eficiéncia de encapsulagio da isoniazida em

lipossomas preparados por injecio de etanol.

Fonte de Soma Graus de Meédia Teste F
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressédo 238,926 5 47,78 7,29
Residuo 26,191 4 6,55
Falta de Ajuste 25,435 3
Erro Puro 0,756 1
Total 265,117 9

Coeficiente de correlagio R*=0,90
F0,90;5;4=:4305
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Os efeitos estimados de cada varidvel, juntamente com seus efeitos de interagfio, so
lustrados na Figura 5.14. Pela figura, nota-se que a razdo molar (F/L)iniciar apresentou uma
influéncia bem maior na incorporagfo da isoniazida do que as outras varidveis. Seu efeito,
em termos absohutos, foi quase o dobro daqueles verificados para as outras variaveis, sendo
que um decréscimo desta variavel de 1,6 para 0,16, gerou um aumento médio de 7,9% na
eficiéncia de encapsulacio. Outros fatores que afetaram a variavel resposta estudada foram a
temperatura de incubagiio e os termos de intera¢fo (F/L)inicia € temperatura, temperatura e

tempo, ¢ o termo de interac@io dos trés fatores.
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Figura 5.14: Resultado dos efeitos da razio molar inicial F/L, da temperatura, do tempo de
incubacgio e de suas interagbes sobre a variavel resposta eficiéncia de encapsulacdo da

isoniazida em lipossomas de SPC:Col preparados por injegéio de etanol.

Para este estudo, pode-se concluir que uma eficiéncia maxima de encapsulacio
(16,0%) pode ser adquirida com (F/L)inicia de 0,16, temperatura de 25°C e tempo de 60

minutos. Utilizando-se a mesma condicdio de  (F/L)iicia, aumentando-se a temperatura de
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incubagdo para 60°C, em um periodo de 10 minutos, é possivel a obtengio de uma eficiéncia
em torno de 10%.

Uma distribuicdo tipica dos didmetros dos kpossomas preparados por injecdo,
encapsulando isoniazida por incorporaggo ativa, ¢ ilustrada na Figura 5.15,
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Figura 5.15: Distribuigdo tipica dos diimetros dos lipossomas obtidos pelo método de
injecdio de etanol, encapsulando isoniazida por incorporacio ativa. O didmetro médio é de

132 nm, referente 2o ensaio 3.

5.4.2. Incorporacdo Ativa de Pirazinamida em Lipossomas Preparados por Injecio de
Etanol

Os valores de eficiéncias de encapsulacio e didmetros médios obtidos apos a
incorporacgdo ativa da pirazinamida em vesiculas preparadas por injecfio de etanol aparecem

na Tabela 5.16.

Como pode ser observado pela Tabela 5.16, as eficiéncias de encapsulagio de

pirazinamida em vesiculas preparadas por inje¢do de etanol apresentaram valores muito
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baixos para a técnica de encapsulagfio ativa empregada, nfio havendo nenhum valor de
eficiéncia que possa ser considerado relevante no estudo. Sendo assim, ndo se efetuou o

tratamento estatistico dos dados experimentais.

Tabela 5.16: Planejamento experimental completo para a eficiéncia de encapsulacio de

pirazinarida em lipossomas preparados pelo método de injegdo de etanol.

Ensaioc  (F/L)mcu  Temperatura  Tempo (F/L)sa  Eficiéncia  Didmetro

S (mnin) (%) (nrm)
1 0,16 25 10 0,000 0,0 131
2 1,60 25 10 0,002 0,1 130
3 0,16 60 10 0,001 0,7 133
4 1,60 60 10 0,002 0,1 131
5 0,16 25 60 0,000 0,0 131
6 1,60 25 60 0,008 0,5 130
7 0,16 60 60 0,000 0,0 134
8 1,60 60 60 0,011 0,7 131
9 0,88 425 35 0,024 2,7 127
10 0,88 42.5 35 0,006 0,7 127

" Razdo molar inicial farmaco/lipidio

™ Razfio molar final farmaco/lipidio

A Figura 5.16 ilustra uma distribuicio tipica dos tamanhos dos lipossomas
encapsulando pirazinamida. Essa distribuigdo ¢ bimodal, com didgmetro médio de 127 nm,

sendo referente ao ensaio 9.
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Figura 5.16: Distribuicdo tipica dos didmetros dos hpossomas obtidos pelo método de
injecio de etanol, encapsulando pirazinamida por incorporagio ativa. O didmetro médio é de

127 nm (ensaio 9).

5.4.3. Incorporacio Ativa de Estreptomicina em Lipossomas Preparados por Injegio de
Etanol

Os resultados do planejamento experimental, realizado para avaliar as varidveis que
mais influenciaram a encapsulagdo da estreptomicina em lipossomas preparados por injecdo

de etanol, estdo apresentados na Tabela 5.17.

Pode-se observar que as eficiéncias de encapsulagfio para a estreptomicina variaram
de 0 a 19,3%, sendo que o tnico resultado com uma eficiéncia de encapsulacio que pode
ser considerada como atraente foi o obtido no ensaio 3, quando se tinha uma razio (F/L)uicia
de 0,16, uma temperatura de incubacgfio de 60°C, e tempo de incubagiio de 10 minutos. A
Tabela 5.18 apresenta os valores estimados dos efeitos das variaveis independentes sobre a

resposta eficiéncia de encapsulacio.
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Tabela 5.17: Planejamento experimental completo para a eficiéncia de encapsulacio de

estreptomicina em lipossomas preparados pelo método de injecio de etanol.

Ensaio  (F/L)ieis  Temperatura  Tempo (F/L)ga  Eficiéncia  Didmetro

C) (min) %) (nm)

1 0,16 25 10 0,000 0,0 127

2 1,60 25 10 0,000 0,0 128

3 0,16 60 10 0,031 19,3 129

4 1,60 60 i0 0,000 0,0 131

5 0,16 25 60 0,000 0,0 129

6 1,60 25 60 0,012 0,7 129

7 0,16 60 60 0,008 5.1 133

8 1,60 60 60 0,029 1,8 130

9 0,88 42,5 35 0,035 4,0 127

10 0,88 42,5 35 0,023 2,6 125

" Razio molar inicial farmaco/lipidio

™ Razio molar final farmaco/lipidio

Tabela 5.18: Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de encapsulagdo da estreptomicina nos

fipossomas preparados por injegédo de etanol.

Efeito Desvio t (D) p Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -90% +90%
Média 3,345 0,311 10,762  0,0589 1,383 5,307
(1) (F/Linicial -5,450 0,695 -7.842  0,0807  -9.838 -1,062
(2) Temperatura | 6,360 0,695 9,151 0,0693 1,972 10,748
(3) Tempo -2.915 0,695 -4,194  0,1490  -7,303 1,473
MHxQy -5,820 0,695 -8,374 00757  -10,208 -1,432
(Hx(3) 4,195 0,695 6,036  0,1045  -0,193 8.583
(2)x(3) -3,285 0,695 -4,727  0,1327  -7,673 1,103
(Hx2)x(3) 3,825 0,695 5,504 01144  -0,563 8,213

" fatores estatisticamente significativos a 90% de confianca.
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Pode ser verificado na Tabela 5.18 que os fatores significativos a 90% de confianca

foram a razfio (F/L)iicia, 2 temperatura de incubago e o termo de intera¢io entre os dois.

A Tabela 5.19 apresenta a analise da varidncia (ANOVA) efetuada para a validagio

do modelo considerando-se apenas os fatores significativos a 90%.

Tabela 5.19: Andlise da Varidncia para a eficiéncia de encapsulagiio da estreptomicina em

lipossomas preparados por injeciio de etanol.

Fonte de Soma Graus de Meédia Teste F
Variacdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdo 208,049 3 69,35 4,00
Residuo 104,016 6 17,34
Faita de Ajuste 103,050 5
Erro Puro 0,966 1
Total 312,065 9

Coeficiente de correlacio R*=0,67
Fo903,6=3,29

A analise da varidncia mostrou que 0 modelo de primeira ordem ndo ¢ adequado
para a representacdo dos dados obtidos. Apenas quando reduziu-se o limite de confianga
para 85%, é que se verificou melhores resultados, tendo-se pequenos desvios entre os
valores preditos ¢ observados (dados ndo apresentados). Contudo, nfio se considerou

adequada a proposigdo de um modelo com um nimero tdo grande de pardmetros.

Desta forma, pode-se fazer uma avaliacio dos efeitos das variaveis estudadas sobre a
eficiéncia de encapsulacio através da Figura 5.17. Da mesma forma que na encapsulagiio da
estreptomicina em lipossomas extrudados, um decréscimo da razio molar inicial F/L e um
aumento da temperatura de incubagdo geraram maiores eficiéncias de encapsulagdo. A
diferenca € que, neste estudo, o tempo de incubagio das suspensdes teve uma maior
influéncia na eficiéncia de encapsulacio. Entretanto, esses fatores nio devem ser analisados
de forma isolada uma vez que todos os fatores, inclusive os termos de interagfo entre eles,

também influenciam a varidvel resposta de maneira consideravel.
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Figura 5.17: Resuitado dos efeitos da razio molar inicial F/L., da temperatura, do tempo de
incubagdio e de suas interagdes sobre a variavel resposta eficiéncia de encapsulacio da

estreptomicina em lipossomas de SPC:Col preparados por injegfio de etanol.

Pode ser visto mais uma vez que melhores eficiéncias podem se adquiridas com
menores valores de razdo molar (F/L)micm € matores temperaturas de incubacio.
Comparando-se os ensaios 3 ¢ 7 mostrados na Tabela 5.17, nota-se que se emprega;ldo uma
menor razio molar (0,16) e uma maior temperatura (60°C), ocorre incorporagfio do
composto j4 com 10 minutos de incubagfio. Entretanto, com o aumento do tempo de
incubagdo, a incorporagdio do composto cai consideravelmente. Este comportamento ji
havia sido observado na encapsulaco da estreptomicina em lipossomas extrudados, dando
indicios da sensibilidade deste composto a altas temperatura, por longos periodos. Outra
possibilidade é que o composto terapéutico encapsulado esteja sendo liberado em um curto

periodo.

Nio houve variagfio significativa nas medidas de difmetros dos ensaios realizados
(Tabela 5.17). A distribui¢io tipica dos tamanhos das vesiculas contendo estreptomicina

associada ¢ ilustrada na Figura 5.18.
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Figura 5.18: Distribuigfio tipica dos didmetros dos lipossomas obtidos pelo método de
injecdo de etanol, encapsulando estreptomicina por incorporagio ativa. As vesiculas

apresentaram didmetro médio de 129 nm (ensaio 3).

Como pdde ser visto, a tendéncia geral observada nos cinco planejamentos
discutidos foi de poucos ensaios apresentando eficiéncias de encapsulagio razodaveis, sendo
que a grande maioria apresentou valores de eficiéncias praticamente nulos, nfio havendo uma
distribuicdo uniforme dos valores da variavel resposta. Este fato pode ser a causa dos altos
desvios dos valores preditos em relagio aos observados verificados sempre para as baixas

eficiéncias de encapsulacio, como pode ser visto nas tabelas apresentadas no Anexo 1.

Por fim, pode-se dizer que, de uma forma geral, os compostos terapéuticos
estudados, variando-se os métodos de preparacio de lipossomas de SPC:Col (60:40 mol%),
apresentaram baixas eficiéncias de encapsulacfio para a técnmica de incorporagdo ativa
empregada, tendo-se como eficiéncias maximas 22,5%, 15,8% e 21,0% para isoniazida,

pirazinamida e estreptomicina, respectivamente.

Para uma elevada incorporagio de um composto em uma vesicula lipidica através da
técnica de encapsulacéio ativa, a molécula deve ser solivel em agua, ter preferencialmente
uma regido hidrofobica, uma baixa massa molecular e carga elétrica neutra. Os trés

compostos terapéuticos estudados aqui apresentam alta hidrofilicidade e baixos coeficientes
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de parti¢io. De acordo com Barenholz e Crommelin (1994), a interagéio entre a bicamada
lipidica € o composto a ser encapsulado depende das caracteristicas de ambos, como rigidez
da bicamada e propriedades fisico-quimicas dos compostos. Esses autores identificaram trés
grupos de compostos conforme seu tipo de interacio com a bicamada. Com base na
classificacfio sugerida por esses pesquisadores, os compostos terapéuticos aqui estudados
podem se encaixar no grupo I, que compreende compostos hidrofilicos soliveis em &dgua,
com coeficientes de particio dleo/dgua ¢ octanol/dgua praticamente nulos, nfio interagindo
com a bicamada lipidica. Essas caracteristicas podem estar dificultando a permeagdo dos
farmacos através da membrana da vesicula, resultando em baixa eficiéncia de encapsulagéo.
No caso da estreptomicina, sua massa molecular é elevada, sendo mais um obstaculo na

incorporacio ativa.

Outro fator considerado importante na incorporagio ativa € o valor de pKa dos
compostos, uma vez que para as moléculas atravessarem a bicamada elas devem,
preferencialmente, ter carga neutra. Entretanto, mesmo dispondo dos valores de pKa para a
isoniazida e pirazinamida, os estados de jonizagio em que as moléculas destes compostos se
encontram nas condigdes de pH aqui empregadas nfio estdo totalmente esclarecidos,
dificultando assim a predi¢io do comportamento dos farmacos durante a encapsulagdo.
Desta forma, visando a obtengdo de melhores eficiéncias de encapsulaciio, novos ensaios
foram realizados testando-se 0 mesmo tampdo externo as vesiculas (Hepes) em um outro
valor de pH (8.0) e também aumentando-se sua salinidade com a adigdio de 120 mM de
NaCl.

5.4.4. Incorporacdo Ativa de Isoniazida, Pirazinamida e Estreptomicina em Lipossomas
preparados por Injecdo de Etanol, com Gradiente de pH de 4,0 unidades

Conforme ja descrito no item Matenais e Metodologia, empregou-se nestes ensaios
razdes molares iniciais F/L de 0,16, temperatura de incubagfio das suspensdes de 60°C e
tempo de incubacdo de 10 minutos uma vez que, em geral, foram nestas condi¢des que se
obteve as methores eficiéncias de encapsulacdo. Ajustou-se os pHs das solugdes dos
compostos terapéuticos para 8,0 pois em um pH mais elevado os farmacos poderiam

apresentar um estado de ionizag@o diferente, ou seja, uma fragdio maior de moléculas dos
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farmacos poderia estar neutra, podendo entdo permear a bicamada lipidica para o interior

dos lipossomas.

Além disto, foram realizados ensaios testando-se uma solug3o tampdo com maior
salinidade, adicionando-se 120 mM de NaCl, para avaliar se a moilécula de farmaco que
supostamente estaria carregada poderia se associar aos ions da solugiio, sofrendo um efeito
de blindagem da carga elétrica, podendo assim permear a bicamada lipidica da vesicula.
Solugdes tampdo Hepes com ou sem NaCl foram utilizadas para a geragdo dos gradientes de
pH por cromatografia de permeacio em gel, bem como para solubilizar os farmacos. Os
resultados sfo mostrados na Tabela 5.20.

Os estudos mostraram que aumentando-se o pH da solugiio tampdo Hepes para 8,0
houve uma incorporacio amnda menor para os trés compostos estudados, como pode ser

visto na Tabela 5.20.

Tabela 5.20: Valores de razio molar final F/L, eficiéncia de encapsulagdo e didmetro médio
obtidos para a incorporagiio ativa de isoniazida, pirazinamida e estreptomicina em
lipossomas preparados por injecfio de etanol apresentando ApH = 4,0. Os farmacos foram
solubilizados em solugdes tampdo Hepes (10mM) e Hepes (10mM)/NaCl (120mM) a pH
8.0.

Féarmaco Solucdo aquosa Razdo Eficiéncia de Didmetro
externa as vesiculas (F/L)inal Encapsulacdo (%) Médio (nm)

Isoniazida Hepes 0,003 2,0 94.8
Hepes/NaCl 0,005 2.9 91,5
Pirazinamida Hepes 0,006 3,6 95,5
Hepes/NaCl 0,005 3.3 94,3
Estreptomicina Hepes 0,003 1,6 93,2
Hepes/NaCl 0,015 9,1 91,8
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Quando avaliou-se a forga iOnica da solugio tampio com a adigdo de 120 mM de
NaCl, verificou-se que praticamente nfio houve altera¢io na incorporagio da isoniazida e da
pirazinamida. Apenas para a estreptomicina € que se observou um aumento na eficiéncia de
encapsulacdo. Contudo, esse aumento ndio foi muito significativo, ndo chegando a superar o

valor de eficiéncia obtido quando do uso do tamp&o Hepes a pH 7,4.

Os lipossomas preparados nestes ensaios apresentaram distribuicdo de didmetros
similar as obtidas anteriormente, porém, com didmetros médios um pouco menores. Isso se
deu, provavelmente, devido a diferente pressio de mjegiio na seringa, durante a formacfo
das vesiculas, varidvel esta de dificil controle, uma vez que o processo de inje¢do ¢ manual.
Os lipossomas vazios tinham didmetros médios de 99,2 nm e¢ 98,2 nm para vesiculas
suspensas em solucio tampdo Hepes e Hepes/NaCl, respectivamente e a incorporagéo dos

farmacos néo alterou significativamente o tamanho dos lipossomas.

5.4.5. Incorporacdo Passiva de Isoniazida, Pirazinamida e FEstreptomicina em

Lipossomas Preparados por Injecio de Etanol

Na tentativa de aumentar a razfio molar final farmaco/lipidio dos sistemas estudados,
foi testada a técnica de encapsulagio passiva em lipossomas preparados por mjeciio de
etanol. As concentragbes das solugdes de farmacos empregadas neste estudo foram
escolhidas de acordo com as limitagdes de solubilidade de cada composto, com a finalidade
de se obter as maiores razdes molares iniciais farmaco/lipidio possiveis, para que uma maior
quantidade de farmaco pudesse estar disponivel para a captura. Os resultados obtidos sdo
mostrados na Tabela 5.21.

Primeiramente foi empregada uma concentragfo inicial de farmaco na suspensdo de
lipossomas de 95 mM para os trés compostos. Como pode ser observado na tabela, apesar
das altas razbes iniciais F/L. utilizadas, a incorporacio de isoniazida e pirazinamida nos
lipossomas foi muito baixa, com eficiéncias de encapsulagio de 0,06% e 0,08%,
respectivamente, correspondendo a razdes molares finais F/L. de 0,009 e 0,013. Testou-se
entdo, para a isoniazida, uma maior razio molar inicial, obtendo-se um aumento pouco
significativo na razio F/L final. Para a pirazinamida nfio foi avaliada uma razio molar inicial

mais elevada devido a sua menor solubilidade no tampéo empregado.
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Estes resultados sdo ainda menos favoraveis que os obtidos através da encapsulagio

ativa, sugerindo a inadequacfo desta técnica para a encapsulacio dos farmacos em questio.

Para a estreptomicina, a técnica de incorporacio passiva permitiu uma eficiéncia de
encapsulacio de 0,62%, com uma razfio molar final F/L correspondente de 0,138 (melhor
resultado). Este valor de (F/L)ua € cerca de 3,6 vezes maior que o melbor resultado obtido
com a técnica de encapsulagdo ativa. Pode-se notar também que a concentragio estimada de
estreptomicina no interior das vesiculas lipidicas apresenta um valor razoavel (57,7 mM).
Assim, conforme a definicio de eficiéncia de captura, 34,7% do composto terapéutico

disponivel nicialmente na solugfio aquosa foi capturado durante a formagio dos lipossomas.

Tabela 5.21: Caracterizagdo dos lipossomas encapsulando isoniazida, pirazinamida e
estreptomicina por incorporagiio passiva através do método de inmjecdo de etanol

Concentracio lipidica final: 1,0 mM.

Isoniazida Pirazinamida | Estreptomicina

Cinicia de Farmaco (mM) 95,0 475,0 95,0 95,0 166,3
Razio (F/L)gal 0,009 0,012 0,013 0,099 0,138
Diametro Médio (nm) 100,0 1116 106,0 130,0 145,5
Efic. de Encapsulac@o (%) | 0,06 0,02 0.08 0,65 0,62
Cintema de Farmaco (mM) 5.5 6.8 7,6 46,3 57,7
Efic. de Captura (%) 5,8 1,4 8,0 48,7 34,7

Os lipossomas vazios obtidos injetando-se uma solugdo de lipidios em etanol em
solucdo tampdo Hepes (10 mM e pH 7,4) apresentaram um didmetro médio de 104,0 nm,
com distribuicio bimodal mostrada na Figura 5.19. Observa-se pela Tabela 5.21 que os
didmetros obtidos para a isoniazida e pirazinamida apresentaram valores muito proximos aos
dos lipossomas vazios, devido, provavelmente, as baixas concentragSes de farmacos no
interior das vesiculas. J4 os lipossomas contendo estreptomicina, com uma concentracdo
interna de farmaco mais elevada, apresentaram um didmetro médio com valor até 40% maior
que os vazios. Os lipossomas encapsulando os compostos teraputicos apresentaram

distribuictes de tamanhos similares a da Figura 5.19.
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Como os valores maximos de razdo molar final F/L. para a isoniazida ¢ a
pirazinamida ainda foram baixos, testes para avaliar a estabilidade de estocagem das

vesiculas lipidicas foram realizados apenas para a amostra encapsulando estreptomicina.
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Figura 5.19: Distribuigdo tipica dos didmetros dos lipossomas vazios obtidos pela inje¢do de
uma solucio etanodlica de lipidios em uma solugdo tampo Hepes a 10 mM e pH 7,4. As
vesiculas apresentaram didmetro médio de 104 nm.

5.5. Avaliac@do da FEstabilidade de Fstocagem dos Lipossomas Encapsulando

Estreptomicina por Incorporacao Passiva durante a Injecdio de Etanol

A estabilidade de estocagem dos lipossomas contendo estreptomicina, incorporada
durante a formacéo das vesiculas pelo método de injeciio de etanol a uma razio molar inicial
F/L de 166,3:5, foi avaliada quanto ao didmetro medio e a capacidade de retengdo do
composto encapsulado. As Figuras 5.20 e 5.2]1 apresentam as variagOes observadas nessas
caracteristicas em funcio do tempo de estocagem sob refrigeragfio a 4°C. O tempo
escolhido para o monitoramento foi de 1 més porque, em geral, € o periodo em que ocorrem
as maiores modificagbes estruturais nos lipossomas. Apds este periodo, alteragSes podem

ocorrer, contudo, em taxas significativamente menores.
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Como pode ser visto na Figura 5.20, a variagio dos difimetros médios foi pequena
durante o tempo de monitoramento, atingindo um maximo de 4%, podendo-se concluir que

nio houve agregacdo nem fusdo das vesiculas lipidicas com o passar do tempo.
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Figura 5.20: Variaco dos diimetros médios dos lipossomas encapsulando estreptomicina
por incorporagdo passiva em fun¢fio do tempo de estocagem a 4°C. O difimetro médio inicial
¢ de 145,5 nm.

Em relacdo a capacidade de retencio do firmaco incorporado as vesiculas, o
comportamento do sistema foi um pouco diferente daquele observado para os didmetros. De
acordo com a Figura 5.21, pode ser observado que até 72 horas apds a encapsulacdo da
estreptomicina, esta ainda permanecia totalmente no interior da vesicula. Contudo, apos 5
dias, cerca de 22% do composto havia sido liberado dos lipossomas. Em duas semanas mais
de 50% do farmaco ja tinha sido liberado € em trés semanas apenas 37% de estreptomicina
permanecia encapsulada, mantendo-se neste patamar at€ o final do més. Observa-se a partir
da terceira semana uma tendéncia das vesiculas a estabilidade, contudo, a razio molar final
F/L. do composto retido nos lipossomas ¢ muito baixa (0,050), préxima daquela obtida para
as vesiculas extrudadas encapsulando ativamente o farmaco. A concentracdo da

estreptomicina no interior dos lipossomas, que era inicialmente de 57,7 mM passa, ao final
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de um més, para 20,9 mM. Essa concentragfio ainda apresenta um valor superior aos obtidos

pelos outros métodos de encapsulaggo.

Desta forma, de acordo com a estabilidade de estocagem destes lipossomas, pode-se
dizer que os mesmos deveriam ser administrados, preferencialmente, até trés dias apos o seu
preparo, uma vez que a partir deste periodo a estreptomicina j& comecaria a ser

indesejavelmente liberada.
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Figura 5.21: Variagio da retengio do firmaco no interior dos lipossomas e da razio molar
final farmaco/lipidio apés a remocio da estreptomicina liberada com o tempo de estocagem
a 4°C. Os lipossomas foram preparados por injecdo de etanol ¢ o farmaco mcorporado as

vesiculas por encapsulag@o passiva.

5.6. Comparacio dos Métodos de Encapsulacio Utilizados para a Incorporagio de

Isoniazida, Pirazinamida e Estreptomicina.

Pode-se afirmar, conforme verificado ao longo do trabalho, que técnicas distintas de
encapsulagfo, empregadas em condi¢Oes diversas, permitem a incorporacio dos farmacos
estudados em graus distintos. Neste item estfio apresentados os melhores resultados obtidos
para a encapsulacio de isoniazida, pirazinamida e estreptomicina em lipossomas de SPC:Col
(60:40 mol%) nas condigbes aqui estudadas. Na Tabela 5.22 estdo dispostas as

caracteristicas das melhores formulagtes obtidas encapsulando os farmacos estudados.
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Tabela 5.22: Melhores resultados obtidos para a encapsulacio de isonizida, pirazinamida e

estreptomicina em lipossomas de SPC:Col.

Isoniazida Pirazinamida Estreptomicina
(F/L)nal 0,045 0,032 0,138
Eficiéncia (%) 22,5 15,8 0,62
Didmetro (nm) 255,0 257,0 145,5
Ctina de farmaco (mM) 0,028 0,019 0,138
Cintema de farmaco (mM) 11,1 7,5 51,7
Técnica utilizada extruso extrusio injecdo de etanol
(ativa) (ativa) (passiva)
M (mg)’ 0,69 0,37 20,1

massa total de farmaco calculada para amostras de 10 mL de lipossomas a 10 mM.

Para os compostos isoniazida e pirazinamida, as maiores eficiéncias de encapsulacio
obtidas foram de 22,5% e 15,8%, respectivamente. Esses valores de eficiéncia bem como as
razdes molares F/L finais foram obtidos com a técnica de encapsulagdo ativa em lipossomas
preparados por hidratacdo do filme seguida de extrusdo, utilizando-se a menor razio molar
F/L inicial testada (0,2) e a maior temperatura de incubaco das suspensGes lipidicas (60°C).

No caso da pirazinamida, é mteressante ressaltar que as vesiculas preparadas por
incorporagdo passiva apresentavam uma concentracio de farmaco no seu interior (7,6 mM)
igual aquela obtida através da incorporagdo ativa do firmaco em lipossomas extrudados
(Tabela 5.22). Contudo, a concentragfio de farmaco inicialmente utilizada paquele método
foi cerca de 238 vezes maior, constatando-se a vantagem da incorporac@io ativa para a
encapsulacdo do farmaco em questfio. Para a isoniazida, a encapsulacio ativa possibiliton

uma concentragdo interna de firmaco ainda maior que a obtida pela técnica passiva.

Para a estreptomicina, apesar da maior eficiéncia de encapsulagfo ter sido obtida
com a técnica de incorporago ativa (21,0%), o melhor resultado em termos de razdo molar
final F/L e concentracio interna de farmaco nas vesiculas foi obtido através da mcorporagéo

passiva. Como pode ser visto na Tabela 5.22, verificou-se uma concentraciio interna de
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estreptomicina de 57,7 mM, que é 6,5 vezes maior que a obtida com a técnica ativa. Este
dado é muito mportante do ponto de vista farmacologico, pois, quanto mais alta a
concentragdo de farmaco incorporado aos lipossomas disponivel para administracio, mais
adequado seria o sistema. A desvantagem € que do ponto de vista da engenharia, ndo seria
interessante uma baixa eficiéncia de encapsulagdo devido ao custo do composto terapéutico,

a menos que este pudesse ser recirculado no sistema.

Os resultados obtidos neste estudo encontram-se dentro dos valores localizados na
literatura, apresentados na Tabela 3.3 (item Revisdio da Literatura). Conforme mencionado
anteriormente, os resultados obtidos aqui, no tocante a eficiéneia de encapsulagio e razdo
molar F/L. final, foram menos favoraveis do que os obtidos por Justo (1999) para os trés
farmacos avaliados. Entretanto, comparando-se os resultados obtidos aqui com os de Lima
(2001) para a encapsulacdo de isoniazida e pirazinamida, verificou-se maiores valores de
eficiéncias de encapsulagio e razGes molares F/L finais, utiizando-se uma composicio
lipidica de menor custo. Para a estreptomicina, obteve-se uma razio molar final F/L dentro
da faixa obtida por Gangadharam (1995), empregando-se um método de preparagdo das

vesiculas mais simples e passivel de escalonamento.

Dispondo dos valores de razdes molares finais F/L, € possivel calcular as massas de
farmacos associadas as vesiculas em preparagdes de, por exemplo, 10 mM de concentragéio
lipidica. Esses valores sdo mostrados na Tabela 5.22 e podem ser comparados aos valores
das dosagens didrias necessarias aos pacientes. Segundo dados do Ministério da Saide
(1997), a dosagem didria de isoniazida (na forma livre) € de 400 mg para pacientes adultos
pesando mais de 45 kg, a de pirazinamida ¢ de 2000 mg e a de estreptomicina € de 1000 mg.

Assim, verifica-se a partir dos resultados obtidos que as concentracdes dos farmacos
nas suspenstes de lipossomas apresentam valores muito reduzidos se comparados aos
requeridos nas dosagens usualmente utilizadas no tratamento da Tuberculose. Entretanto,
alguns dados da literatura sugerem que o emprego dos firmacos associados aos possomas
possa levar ao aumento da eficacia terapéutica dos compostos antimicrobianos em até 2000
vezes {Agarwal et al, 1994). Além disso, a administrag8io através de outra rota modifica a

forma de absor¢do dos compostos.
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Por fim, sugere-se que estudos suplementares sejam realizados, investigando-se o
efeito de outras variaveis na eficiéncia de encapsulaciio, razdo molar final F/L e capacidade
de retengio do farmaco nos lipossomas, de forma a se obter formulagBes com maior

aplicabilidade nessa area.
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Capitulo V1

Conclusoes e Sugestoes

6.1, Cot_zclusb'es

e No estudo comparativo dos métodos de quantificacio de isoniazida, a utilizagdo de
etanol como solvente para o rompimento das vesiculas causou grande diluigdio das
amostras, acarretando baixa sensibilidade na detec¢io do farmaco. O método envolvendo
Triton X-100 ndo se mostrou eficiente para o rompimento de vesiculas de SPC:Col
(60:40 mol%) mcorporando isoniazida, enquanto a técnica empregando metanol

mostrou-se eficaz.

e As trés técnicas testadas para a remogfo da isoniazida nfio encapsulada nos lipossomas
apresentaram bons resultados. Contudo, a necessidade de se utilizar uma técnica rapida
para a realizago de um grande nimero de experimentos inviabilizou o uso da
ultrafiltracdo. A didlise, por sua vez, embora seja a mais simples, € a mais lenta e requer
major quantidade de tampfio do que a cromatografia, aspecto desvantajoso do ponto de
vista econdmico. Diante disto, apesar de ter causado a diluicdo das amostras, a técnica

escothida foi a cromatografia de permeacio em gel.

e Para todos os estudos de encapsulacio efetuados, a varidvel que mais influenciou as
eficiéncias de encapsula¢io foi a razdo molar inicial F/L, sendo que um decréscimo em
seu valor acarretou maiores eficiéncias. A temperatura também apresentou influéncia

significativa, porém em menor grau.

e Para a encapsulagfo ativa de isoniazida, pirazinamida e estreptomicina em lipossomas
extrudados de SPC:Col (60:40 mol%), obteve-se 22,5%, 15.8% e 21,0%,

respectivamente, de eficiéncia de encapsulacio méxima.
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+ Nos ensaios com lipossomas de SPC:Col {60:40 mol%) preparados por injegdo de etanol,
as melhores efici€éncias de encapsulacdo para isoniazida, pirazinamida e estreptomicina

obtidas foram de 16,0%, 2,7% e 19,3%, respectivamente.

o Qs lipossomas vazios, obtidos pelo método de hidratagdio do filme apresentaram
difimetros médios em torno de 275 nm, e os obtidos pelo método de injegfio de etanol em
torno de 139 nm, com distribui¢do predominantemente bimodal, estando dentro da faixa
de tamanho de vesiculas recomendavel para administragio por inalagio. A presenga do

farmaco nfo causou mudancas significativas nos tamanhos das vesiculas.

e Para os ensaios de imcorporagdo ativa empregando-se Hepes e Hepes/NaCl a pH 8,0
como tampdo externo as vesiculas preparadas por injecio de etanol, obteve-se eficiéncias

de encapsulacio ainda menores que as obtidas anteriormente para os trés fArmacos.

» A incorporagdo passiva de isoniazida e pirazinamida durante a formagfio das vesiculas
pelo método de injegdo de etanol resultou em baixas eficiéncias de encapsulagio, com

valores maximos de 0,06% e 0,08%, respectivamente.

e A encapsulagio passiva de estreptomicina em lipossomas preparados por injegdio de
etanol resultou em uma eficiéncia de 0,62%, valor aceitavel uma vez que corresponde a
uma razdo molar final F/L de 0,138 e a uma concentragéo de farmaco no cerne aquoso da
vesicula de 57,7mM. Essas vesiculas apresentaram didmetros médios de 1455 nm,

passiveis de administracfo por inalacdo.

e (s lipossomas encapsulando estreptomicina por incorporacfio passiva apresentaram boa
estabilidade de estocagem do ponto de vista de agregacfio e fusfio das vesiculas, ndo
sendo verificadas alteragGes significativas nos seus didmetros médios em um periodo de
um més de estocagem a 4°C. Contudo, neste periodo, observou-se uma liberagdo de 63%
do farmaco encapsulado no interior da vesicula, recomendando-se assim sua

administrac@o até 72 horas ap6s o preparo.
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6.2. Sugesties para Trabalhos Futuros

Para dar continuidade ao trabalho desenvolvido, sugere-se o estudo de alguns

aspectos citados a seguir:

o FEstudos in vitro e in vivo da efetividade das formulacdes desenvolvidas contra o

microrganismo Mycobacterium tuberculosis.

s Avaliacio da estocagem na forma lofilizada dos lipossomas encapsulando

estreptomicina, na tentativa de reduzir a liberacio indesejavel do farmaco.

e Avahacdo da estabilidade das vesiculas quanto a integridade da bicamada lipidica na

presenca de um tensoativo.

¢ Estudos de estabilidade das vesiculas encapsulando os farmacos frente & nebulizagio.

s Avaliagdo da incorporaciio dos farmacos por outros métodos, como evaporagio em fase
reversa ou desidratacfo e reidratacfo, visando a obtencdo de maiores eficiéncias de

encapsulacio.

s Avaliacio de outras composigdes lipidicas para a obtengio de melhores eficiéncias de
encapsulacio para os compostos estudados, uma vez que a composicio pode alterar o
empacotamento da bicamada e, conseqiientemente, a permeac¢do dos farmacos durante a

incorporacio ativa.

¢ Estudo do efeito de variaveis operacionais como velocidade de injecio e taxa de agitagio
nas caracteristicas finais das vesiculas preparadas pelo método de injegdo de etanol,

visando a ampliacdo de escala.
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¢ Avaliacdo da encapsulagiio em lipossomas de compostos utilizados no tratamento da
Tuberculose multirresistente, como a kanamicina, composto passivel de incorporagdo nas

vesiculas pela técnica de encapsulagfo ativa devido s suas caracteristicas fisico-quimicas.
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Anexo I:

Tabelas de Desvios dos Planejamentos Experimentais

Os desvios dos valores de eficiéncias preditos por um modelo em relagfo aos valores

observados experimentalmente foram calculados pela seguinte equaggo:

_-E
d(%)=[Em °““"“°“‘)x100 (A1)

Eobsmada

onde: d = desvio

E = eficiéncia de encapsulagdo

As Tabelas A.1, A.2 e A.3 apresentam os desvios entre os valores de eficiéncias de
encapsulagio preditos pelo modelo € observados experimentalmente nos planejamentos da

isoniazida, pirazinamida e estreptomicina, respectivamente.
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Tabela A.1: Valores de desvios e de eficiéncias de encapsulacio preditas e observadas
experimentalmente no planejamento experimental realizado para a incorporagio de
isoniazida em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ensaio  (I/L)umicia Temperatura  Tempo Eficiéncia Eficiéncia  Desvio
°C) (min) Observada Predita (%)
(%) (%)
1 0,2 25 10 4,6 3,9 15,5
2 2,0 25 10 1,1 0,4 64,2
3 0.2 60 10 18,1 19,6 83
4 2,0 60 10 1.2 1,1 11,5
5 0,2 25 60 4,5 3.9 13,6
6 2,0 25 60 1.1 0,4 64,2
7 0,2 60 60 225 19,6 12,9
8 2,0 60 60 2,3 1,1 53,8
S 11 42,5 35 2,6 6,2 139,9
10 L1 42,5 35 4,4 6,2 41,8

Tabela A.2: Valores de desvios e de eficiéncias de encapsulacfio preditas e observadas
experimentalmente no planejamento experimental realizado para a incorporagdo de
pirazinamida em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ensaio  (F/L)iicia Temperatura  Tempo Eficiéncia Eficiéncia  Desvio
°O) (min) Observada Predita (%)
(%) (%)

1 0,2 25 10 0,0 1,9 -
2 2,0 25 10 0,0 -0,8 -
3 0,2 60 10 15,8 14,9 5,7
4 2,0 60 10 0,8 0,13 84,4
5 0,2 25 60 5.5 1.9 65,4
6 2,0 25 60 0,0 -0.8 -
7 0,2 60 60 15,7 14,9 5,1
8 2,0 60 60 1,2 0,13 89.6
9 1,1 42.5 35 0,0 4,0 -
10 1,1 42.5 35 1,3 4.0 209,5
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Tabela A.3: Valores de desvios ¢ de eficiéneias de encapsulaciio preditas e observadas
experimentalmente no planejamento experimental realizado para a incorporagio de
estreptomicina em lipossomas extrudados de SPC:Col.

Ensaio  (F/L)inicia Temperatura  Tempo Eficiéncia Eficiéncia  Desvio
(°C) (min) Observada Predita (%)
(7o) (%)

1 0,18 25 10 0,0 -0,9 -

2 1,76 25 10 0,0 -1,0 -

3 0,18 60 10 21,0 20,2 4.0
4 1,76 60 10 1,9 1,0 497
5 0,18 25 60 10,9 10,2 6,1
6 1,76 25 60 0,0 -0,6 -

7 0,18 60 60 9.8 9,1 7,5
8 1,76 60 60 1,1 0,5 51,8
9 0,97 42,5 35 2.4 4,8 100,5
10 0,97 42,5 35 1,0 4,8 3813




