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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo o escalonamento da produciio de lipossomas
projetados para a libera¢io controlada por inalagio de farmacos utilizados no tratamento da
tuberculose, visando a melhoria de sua eficécia terapéutica e a reducfo de sua toxicidade. O
método de injecfo de etanol foi selecionado para a producio das vesiculas, por ser simples
e de baixo custo. Os farmacos isoniazida, pirazinamida e rifampicina, comumente usados
na terapia primdaria da tuberculose e o agente terapéutico kanamicina, empregado em casos
de tuberculose resistente a multiplos compostos terapéuticos, assim como ¢ firmaco
modelo doxorrubicina, foram incorporados nas vesiculas unilamelares contendo
basicamente lecitina natural purificada e colesterol, dentre outras formula¢des. Foram
avaliados os efeitos de varidveis operacionais como temperatura, taxa de agitacdo,
velocidade de injegdo e concentragdo inicial de lipidios nas caracteristicas finais dos
lipossomas obtidos. As formulagGes preparadas foram caracterizadas quanto as
concentragdes finais de lipidios e de farmacos, ao tamanho dos lipossomas, a sua
lamelaridade, a estabilidade de estocagem na forma de suspens3o aquosa e de p6 liofilizado
reconstituido. Os principais resultados indicaram que as vesiculas preparadas pelo método
de injecdo de etanol em escala de bancada permitiram encapsular ativamente os farmacos
em estudo, embora o gradiente de pH estabelecido nestes lipossomas tenha se mostrado
estdvel por menos de cinco dias. As caracteristicas finais das vesiculas preparadas por
injecfio de etanol em maior escala foram influenciadas pelo tipo e intensidade da agitacdio
da fase aquosa, pela temperatura desta fase ¢ pelo didmetro da agulha de inje¢dio. Foram
obtidas altas eficiéncias de encapsulagfio ativa dos farmacos nestes lipossomas, atingindo-
se até 100%, sendo tais eficiéncias influenciadas principalmente pela concentragio inicial e
pela composicdo lipidica das vesiculas. As vesiculas constituidas de fosfatidilcolina
sintética mostraram-se mais apropriadas para a encapsulacdo dos farmacos, entretanto, seu
custo € substancialmente maior. As populagdes mais freqiientes nos lipossomas
apresentaram didmetros médios variando de 132 a 156 nm. O processo de liofilizago das
vesiculas provocou aumento em seu didmetro médio e diminuigio nas eficiéncias de
encapsulagdo obtidas, ¢ a adi¢io dos criprotetores manitol e sacarose nfo preveniu a
agregacdo e fusdo dos lipossomas. A andlise preliminar da viabilidade econdmica da
producfo de lipossomas preparados por injegdo de etanol em larga escala e a subseqiiente
incorporagdo do farmaco kanamicina indicou que o processo é economicamente viavel.

Palavras-chave: lipossomas, escalonamento, injegdo de etanol, tuberculose.



ABSTRACT

The aim of this work was to the scale-up of the production of liposomes designed
for the administration through inhalation of drugs used in tuberculosis therapy, seeking to
improve drug therapeutic efficacy as well to reduce drug toxicity. The method based on
ethanol injection was selected for vesicle production due to its simplicity and low cost. The
drugs isoniazid, pyrazinamide and rifampin, indicated for tuberculosis primary treatment,
as well as kanamycin, a drug used for multiresistant tuberculosis therapy and doxorubicin, a
model drug, were incorporated in unilamellar vesicles basically prepared from purified
natural lecithin and cholesterol, among other formulations. The effects of operational
variables such as temperature, mixing rate, injection rate and initial lipid concentration on
the characteristics of the vesicles were analyzed. The preparations were characterized
concerning to lipid and drug concentration, vesicle diameter and lamelarity and also to
liposomal storage stability both in aqueous solution and in the lyophilized form after
rehydration. The most relevant results indicate that the vesicles prepared by ethanol
injection in bench scale were able to actively encapsulate the studied drugs, however, the
pH gradient stablished in liposomal membrane was stable for less than five days. The final
characteristics of vesicles prepared by ethanol injection in larger scale were affected by
aqueous phase mixing type and intensity, temperature as well as by the injection needle
inner diameter. High active encapsulation efficiencies of the evaluated drugs in liposomes
were achieved, reaching 100%, and those efficiency values were influenced by lipid
concentration and composition. The vesicles containing synthetic phosphatidylcholine were
more adequate for drug encapsulation, however, their cost is substantially higher. The most
frequent populations in liposomes presented average diameters varying in the range from
132 to 156 nm. The lyophilization caused increases in vesicle mean diameters, reduced
drug incorporation efficiency and the addition of the cryoprotectors mannitol and sucrose
did not prevent vesicle aggregation and fusion. A preliminary analysis showed that the
large scale production of liposomes through ethanol injection followed by kanamycin
active loading is economically feasible.

Keywords: liposomes, scale-up, ethanol injection, tuberculosis.
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Capitulo I Introducdo 1

CAPITULO1

INTRODUCAO

No mundo tem sido observada nos dltimos anos, a explosdo de doencas
infecciosas emergentes como a sindrome de imunodeficiéncia adquirida, a sindrome
pulmonar por hantavirus, e o reaparecimento epidemiolégico de doengas como a
tuberculose, a cllera, a diftenia, a peste, a febre amarela, a dengue e a maldria. As doengas
infecciosas emergentes s3o aquelas nas quais a principal caracteristica é o rdpido aumento
na incidéncia, prevaléncia ou na extensdo geogrifica, atingindo niveis referentes de épocas
anteriores. Nos Gltimos anos, as notificagdes destas doencas vém crescendo, e seu efeito
compreende tanto paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América, como os

desenvolvidos da Europa e EUA.

Entre estas doencas, a tuberculose volta a ser um dos mais graves problemas de
satide publica em todo o mundo, embora na década de 1950 com o advento do uso de
antibidticos, acreditava-se que esta enfermidade tinha sido eliminada. Até 10 anos atrds
suas manifestacdes vinham declinando e esta doenca era considerada como guase sob
controle, porém atualmente € a doenca infecciosa que mais adultos mata no mundo,
apresentando maior incidéncia na faixa etdria mais produtiva, de 15 a 50 anos. Hoje, a cada
segundo uma pessoa € infectada pela bactéria e a cada 10 segundos, alguma pessoa no
mundo morre desta antiga doenca (Peixoto, 2000), que hd anos deixou de atrair a atencio

das autoridades de saiide publica.

No mundo existem aproximadamente dois bilhdes de pessoas infectadas, com uma
incidéncia anual de quase nove milhdes, em comparacBo aos 2,8 milhGes por amo

notificados na década de 60 (Ministério da Satdde, 2001).

Conseqlientemente, esta doenca, que era responsdvel antigamente pela morte de
500 mil pessoas por ano, hoje causa aproximadamente trés milhdes de mortes no mundo e
estima-se que cerca de um ter¢o da populagdo mundial ja teve algum tipo de contato com o

bacilo. Prevé-se que nos préximos anos, 10 pessoas serdo contarninadas por cada um destes
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doentes ¢ 10% desenvolverdo a doenga causando a morte de mais de 30 milhdes (Ministério
da Sande, 1995).

Nos paises desenvelvidos, cerca de 40.000 mortes sdo devidas & tuberculose ¢
mais de 400.000 casos novos sio descobertos a cada ano. Nesses paises, a doenca € mais
freqliente entre as pessoas idosas, nas minorias étnicas € imigrantes estrangeiros. Nos paises
em desenvolvimento, estima-se que ocorrem cerca de 2,8 milhdes de mortes por
tuberculose e 7,5 milhoes de casos novos por ano, atingindo a todos os grupos etdrios, com

maior predominio nos individuos economicamente ativos (Ministério da Satdde, 2001).

Cerca de 80% dos casos de tuberculose no mundo concentram-se em 22 paises,
entre eles a India, Bolivia, Peru e o Brasil (com um total de mais de 50 milhdes de casos).
Os menores indices sdo obtidos na Dinamarca, Suécia, Holanda, EUA, Canad4 e Cuba, com
5 a 10 casos por 100 mil habitantes. Indices de ocorréncia nulos j4 ndo sio esperados em
nenhum pais do mundo. A prevencdo da doenca é feita em diversas partes do mundo pela
utilizacdo da vacina BCG, sendo que segundo a Organizacio Mundial de Saide (OMS) a

eficdcia dessa vacina varia de zero a 70% entre as diferentes populacdes mundiais.

Estima-se que no Brasil do total da populacfo, 35 a 50 mithdes de pessoas estdo
infectadas e que a incidéncia da doenca seja mais de 53,4 casos novos registrados para cada
100 mil habitantes, notificando-se anualmente 90 mil casos, com mais de seis mil ébitos.
Entretanto, estima-se que o nimero total real de casos, incluindo os ndo notificados, chegue
a 129 mil (Melo e col,, 1997). Dadas as desigualdades socio-econOmicas existentes,
observa-se uma variag3o desta taxa em diferentes regides. Dos 90 mil casos mencionados,
aproximadamente 19 mil ocorrem no Estado de S#o Paulo, com uma taxa de incidéncia em
torno de 55 por 100 mil habitantes, ¢ 1.500 mortes. Deste total, cerca de 8.000 s&o da forma
pulmonar bacilifera, responsdveis por manter a cadeia de transmissio. Em Campinas,
identifica-se uma incidéncia anual entre 52 e 65 casos novos por 100 mil habitantes,
superando a média do Estado nos anos de 1993 a 1996, com taxas ascendentes de letalidade
ao redor de 10%. Os dados de incidéncia da doenca sfo obtidos dos casos notificados pelo
sistema nacional de satide, nem sempre representando o universo dos casos. Algumas

regides do Brasil possuem uma taxa de incidéncia superior 2 de algumas cidades da Africa
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e da Asia, ou seja, mais de 300 casos por 100.000 habitantes, Estes nimeros colocam o

Brasil como o sexto do mundo em incidéncia de tuberculose (Melo e col., 1997).

No Brasil, o tratamento da tuberculose é todo centralizado na rede publica de
saide. Assim, embora curdvel, a doenga vem se desenvolvendo de forma alarmante no pais,
sendo agravada por fatores sociais como ¢ adensamento populacional e o surgimento de
favelas na periferia de grandes centros urbanos. A crescente resisténcia bacteriana, somada
a problemas técnicos, politicos e administrativos comuns aos programas de satide ptblica e
também 2 disseminaciio da AIDS nos anos de 1980 contribuiram para o ressurgimento da
tuberculose. Normalmente, das pessoas que carregam o bacilo da tuberculose em seu
organismo, poucas desenvolvem a doenca. Entretanto, individuos fragilizados, com o
sistema imunolégico debilitado, como os pacientes acometidos pela AIDS, sfo presas

faceis para as infecgdes causadas pelo Mycobacterium.

A terapia da doenga, de acordo com os programas oficiais de salide, nfio tem tido o
sucesso esperado, contando com apenas 75% de cura no pafs, quando pelo menos 85%
deveriam ser atingidos para um controle adequado da tuberculose. Uma das maiores causas
do insucesso da terapia é a alta taxa de abandono do tratamento, que reflete no
desenvolvimento de resisténcia do organismo causador da doenca aos antibidticos

geralmente empregados.

N

Os farmacos usados no combate a tuberculose compreendem a isoniazida, a
pirazinamida ¢ a rifampicina no primeiro tratamento e o0s compostos terapéuticos,
estreptomicina, etionamida € o etambutol como parte do segundo tratamento. Em casos de
resisténcia ao emprego destes compostos terapéuticos se faz necessirio o uso de outros
quimioterdpicos, os comumente empregados sio a kanamicina, o dcido p-amino-salicilico,
a capreomicina, a ciclosserina, a ciprofloxacina, a clofazimina, a ofloxacina, a norfloxacina,

o sulfato de rifabutina, a sparfloxacina, a terizidona e a tiacetazona.

A Quimica Fina poderia interferir diretamente no abandono do tratamento, através
da producgo de farmacos que, por exemplo, reduzam o tempo de tratamento, o ndmero de
doses requeridas ou a toxicidade dos compostos terap@uticos, diminuindo seus efeitos
colaterais. No Brasil se reivindicam melhores condictes de pesquisa nesta drea € um maior

envolvimento intelectual, o que tem feito com que a pesquisa desenvolvida no pais tenha
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atingido urn padréo internacional, e com que nossa inddstria farmacgutica seja a quarta em
volume de produgdo, atrds dos Estados Unidos, Franca ¢ Itdlia. Entretanto, o Brasil ainda
nao compete com o seleto grupo de nacdes que desenvolve formulacdes e principios ativos
farmac@uticos. As empresas farmacguticas mundiais realizam vultosos investimentos em
pesquisa ¢ desenvolvimento como parte integrante de sua estratégia competitiva, visando o
constante langamento de novos produtos. Estes investimentos caracterizam-se por requerer
de 10 a 15 anos de pesquisa e recursos da ordem de 350 milhdes de délares até a introduc@o

de um novo fanmaco no mercado.

Uma inovagfo terapéutica economicamente mais interessante poderia ser a
administracdo controlada dos firmacos cldssicos empregados na terapia da tuberculose,
alterando apenas sua forma de apresentag@o ou seja, através do desenvolvimento de novas
formulagbes, o que poderia também melhorar o perfil farmacoterapéutico dos
medicamentos em uso atualmente. Estima-se que o desenvolvimento de veiculos para a
administrac@o de compostos terapéuticos ja existentes envolva verbas bem menores (10 a
20 milhdes de délares), por periodos de 4 a 6 anos.

O rejuvenescimento dos medicamentos através da sua encapsulacdo em vesiculas
lipidicas ou lipossomas € uma das vias pelas quais pode-se alterar a sua forma de
apresentagdo, podendo também melhorar substancialmente a farmacocinética ¢ a
biodistribuicdo do composio no organismo, aumentando seu indice terapéutico, definido

como a razio efetividade/toxicidade.

Os lipossomas s&o particulas aproximadamente esféricas com didmetros da ordem
de nandmetros a micrOmetros, constituidos fundamentalmente por fosfolipidios
organizados em bicamadas hidratadas. Estas vesiculas lipidicas vém sendo usadas com
sucesso na terapia de diversas doencas, dentre elas, alguns tipos de céncer. O
desenvolvimentoc bem sucedido destes sistemas para aplicacdes terap€uticas depende
basicamente do tipo de composto que se deseja encapsular, da metodologia de preparacéo

das vesiculas e de sua forma de administracao.

A selecdo da composicdo em lipidios, do tamanho da vesicula e do método
utilizado para a incorporacdo do agente ativo nos lipossomas € fundamental no projeto

destes sistemas, determinando as caracteristicas fisico-quimicas e o impacto terapéutico
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final associado & sua administracBo. Para a determinacio destas varidveis € preciso um
estudo dos métodos disponiveis, da relagio custo-beneficio entre os métodos ¢ os produtos
obtidos, da disponibilidade e¢ do custo da matéria-prima. Uma vez estabelecidas as
metodologias, € essencial o uso de estratégias de otimizagfio de maneira a garantir, entre
outros fatores, a incorporacio eficiente e econdmica do composto ativo selecionado, bem

como a estabilidade quimica e fisica do sistemna obtido.

Os problemas de maior relevidncia na fabricagdo de lipossomas em escala
industrial fundamentam-se na limitada estabilidade das vesiculas obtidas, na necessidade de
processos de esterilizacdo do material produzide para finalidade terapéutica e no

escalonamento do processo integrade com um baixo custo associado.

Assim, a producio de veiculos efetivos na liberacfo controlada de medicamentos
tem natureza essencialmente interdisciplinar, na qual se destacam as contribui¢des das &reas

de farmacologia, quimica, engenharia quimica, biologia e medicina.

Os resuitados de trabalhos desenvolvidos anteriormente envolvendo a preparagao
de lipossomas em escala de bancada pelo método de hidratagéo do filme lipidico seguido de
extrusdo para a administracdo de medicamentos mostram a factibilidade da encapsulacio
estdvel de alguns compostos usados na terapia da tuberculose, embora este método de

preparacdo envolva procedimentos de escalonamento relativamente complexos.

Este trabalho enfocou a encapsulac@o de agentes tuberculostaticos em lipossomas,
sendo que a selecio do método de injecdo de etanol e da matéria-prima & base de lecitina
natural de soja visou o escalonamento da metodologia de preparacio das vesiculas
lipfdicas, para que pudesse ser mais facilmente implantada industrialmente, requerendo
baixo investimento em equipamentos e em materiais, Os firmacos em estudo, isoniazida,
pirazinamida, estreptomicina, rifampicina e kanamicina sio comumente empregados na
terapia da tuberculose. Os estudos com o firmaco doxorrubicina objetivaram a anilise do
sistemna através da encapsulagio de um composto de referéncia para estudos de sistemas

{iberadores de farmacos.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

Dentro do objetivo global de contribuir para o desenvolvimento de formulagbes de
lipossomas contendo agentes terapéuticos comumente utilizados no tratamento da

tuberculose, este projeto teve os seguintes objetivos especificos:

1. Encapsulagdo em lipossomas dos farmacos pirazinamida, isoniazida ¢

rifampicina, além de um agente terapéutico indicado para tuberculose multirresistente;

2. Estudo do comportamento dos lipossomas quanto a estabilidade das

formulacdes aquosas e liofilizadas obtidas;

3.  Determinacio da influéncia de varidveis como concentra¢do lipidica inicial,
temperatura, vazdo de injecdo, intensidade e tipo de agitacio nas caracteristicas finais das
vesiculas lipfdicas formadas pela metodologia de injecio de etano! e na incorporacio dos

agentes terapéuticos;

4.  Escalonamento da metodologia de injecio de etanol, como técnica simples e
factivel pelo baixo investimento em equipamentos, para a preparacdo de lipossomas

utilizando matéria-prima de custo relativamente reduzido.
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CAPITULO II

REVISAO DA LITERATURA

3.1. A Tuberculose e suas Caracteristicas

A tuberculose € uma doenca infecciosa, contagiosa e potencialmente fatal, sendo
causada pelo agente etioldgico Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de Koch (mostrado
na Figura 3.1). Embora a tuberculose j& fosse conhecida pelos médicoes desde a era de
Hipécrates (460 A.C) séculos antes de ter sido descoberto o bacilo, os conhecimentos sobre
a doenca eram Hmitados, sendo a mesma freqlientemente confundida com outras

enfermidades.

Figura 3.1 - Microscopia eletrbnica do AMycobacterium tuberculosis (adaptado de

www.microbiologia.com.ar).

Com a descoberta do bacilo em 1882, por Robert Koch (que lhe proporcionou o

Prémio Nobel de Medicina em 1905) e dos raios-X por Roentgen em 1895, a tuberculose
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passou a ser melhor estudada e caracterizada. Os estudos mostram que estes bacilos medem
entre 0,3 - 0,6 por 0,5 - 4,0 um e se apresentam na forma de bastonetes delgados retos ou
ligeiramente curvados, com vérias formas ramificadas. S3o Acido-resistentes, apresentam
evolugfio cronica e causam elevada taxa de mortalidade em individuos inadequadamente

tratados.

Ao contririo de outros agentes causadores de infecgBes, o M.tuberculosis ndo
produz uma substéncia quimica que age como uma toxina comum. E a sua estratégia de
sobrevivéncia no hospedeiro que o torna diferente, ou melhor, as suas caracteristicas
biolégicas aliadas a uma inusitada habilidade quimica. Seu ciclo de crescimento é muito
lento (o M. tuberculosis divide-se a cada 24 horas) quando comparado por exemplo & E.coli
que se divide a cada 20 minutos (Lacaz, 1969). A sua natureza e a capacidade de manter-se
inative por décadas para depois se reativar dificultam o diagnéstico, o tratamento ¢ o ritmo

das pesquisas.

Em 1998, com o seqiienciamento completo do genoma da M. tuberculosis (por
cientistas do Instituto Pasteur), os pesquisadores passaram a contar com informagdes que
vém permitindo conhecer melhor esta bactéria. As pesquisas em geral indicam que ela pode
sobreviver anaerobicamente (sem ou com pouco oxigénio), mas mesmo assim, seu cultivo
no laboratério € feito em condigdes aerébicas. Este microrganismo pode causar lesbes em
qualquer parte do organismo humano (pele, rins, figado, cérebro, dentre outros), tendo

mostrado preferéncia pelo sistema pulmonar.

A transmissdo da tuberculose se d4 através do contdgio individual direto ou
indireto. Diretamente, entrando nos pulmdes pela respiraciio, quando o doente com
tuberculose tosse, espirra ou fala, os bacilos transportados por goticulas de saliva de
tamanhos variados sdo expelidos no ar, onde se disseminam e podem atingir outras pessoas.
O contégio indireto ocorre por via digestiva, pela ingestdo de alimentos contaminados ou

provenientes de animais doentes.

Quando o M. ruberculosis entra no pulmio, é fagocitado pelos macréfagos,
localizando-se  posteriormente em um compartimento denominado fagossomo.
Normalmente, no caso de vérias outras doengas, o fagossomo se funde a outro

compartimento do macréfago, denominado lisossomo, que contém enzimas que degradam o
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material contido no fagossomo. Esta fusdo néo ocorre no caso do M. tuberculosis e ©
microrganismo sobrevive no interior do macréfago. Com a multiplicaggo da bactéria, o
macréfago morre, liberando os microrganismos gerados, que serao absorvidos por mais
macréfagos. A presenca destas células no sitio infectado origina um granuloma e, em 5%

dos casos, a infeccio se espalha por outras partes do corpo (Rouhi, 1999).

Ap6s a Infecgdo pela bactéria transcorrem em média de 4 a 12 semnanas para a
deteccdo das lesOes primdrias. Geralmente os novos casos da doenca ocorrem em torno de
12 meses apOs a infeccdo inicial e esta evolugdo depende de miltiplas causas. Dentre as
principais causas, tem-se a faixa etdria, a imunidade natural ou competéncia imunolégica,

as condigdes fisicas e sécio-econdmicas.

A cura da tuberculose se déd através do uso de medicamentos, sendo que o esquema
terapéutico usado € altamente eficaz quando adequadamente seguido. A terapia envolve
uma combinacdo de firmacos e dura no minimo cerca de seis meses, periodo em que
infelizmente parte dos doentes abandona o tratamento tao logo apresente uma melhora. As
estatfsticas mostram que o abandono do tratamento atinge propor¢des elevadas no pais
(Melo e col., 1997). Estimativas indicam valores de 16%, chegando a 30% nas capitais. As
principais causas de abandono podem ser atribuidas ao tempo longo de tratamento (que
pode chegar a um ano e meio), & deficiéncia no sistema de atendimento aos doentes, & falsa
impressdo de cura apds algumas semanas de tratamento e a fatores individuais, como o

alcoolismo.

A rédpida identificacio dos doentes nos estdgios iniciais, quando ainda ndo ha
sintomas mas hd contaminag¢fio, seguida de tratamento efetivo, € o principal método de
prevencao da propagacdo da doenca. Os métodos de diagnéstico existentes comumente
empregados (radiografia e a baciloscopia direta de secrecdo pulmonar) sdo, embora
simples, de demorada andlise, dificil realizagdo em condicdes ptecdrias, como as que
existem em diversos centros publicos de saide e de sensibilidade em torno de 50%. O
cultivo do bacilo no meio apresenta maior sensibilidade, mas os resultados sdo
disponibilizados depois de 4 a 6 semanas. Esta situacio acaba por resultar no retardo do
diagnéstico, protelando o inicio do tratamento, criando condi¢des para o abandono primario

e contribuindo para a manutengd@o de altos niveis de transmissfo da doenga no pafs.
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Além da vacina BCG para a prevencéo de formas graves em criangas, infelizmente
ndo h4, atualmente, nenhuma vacina curativa ou preventiva de uso geral para a tuberculose.
O BCG (bacilo de Calmette-Guerin) € resultado do trabalho de atenuagdo do
Mycobacterium bovis, que Albert Calmette (1863 - 1933) e Camille Guerin (1872 - 1961)
conduziram por 13 anos no Instituto Pasteur, no inicio do século 20. Depois de testes com
animais ¢ de ter comprovada agfio contra infecgdes, tanto pelo M. bovis como pelo M
tuberculosis, o BCG foi usado pela primeira vez como vacina em 1921. Em 1927, j4 se
recomendava sua aplicacdo generalizada. A dose dnica dessa vacina viva (vacina de
primeira geracfo), aplicada no recém-nascido, estimula o sistema imune em torno de 20 a
30 anos. Esta vacina é de facil produgdo, com um custo de US$ 0,08 por unidade e
apresenta um nivel de protecdo de até 75% (Ministério da Sadde, 1995). As vacinas a partir
dos antigenos purificados da BCG (vacina de segunda geracfio) também ndo induziam a
protecio desejada contra a tuberculose. E importante considerar também os efeitos
colaterais, que geralmente sio gerados quando sdo introduzidos patégenos e vacinas de

sub-unidades ou de microrganismos vivos nos seres humanos.

O Brasil € auto-suficiente na producdo de vacinas contra o sarampo, difteria,
tétano, coqueluche, caxumba, hepatite B, meningite meningocécica A e C e febre amarela.
O Instituto Butantan, ligado 4 Secretaria da Safide do Estado de Sdo Paulo, e Bio-
Manguinhos, vinculado ao Ministério da Saiide sdo atualmente responsaveis por 75% da
produgdo nacional de vacinas no pais. Também integram o sistema nacional de producgo de
imunolégicos o Instituto Tecnolégico do Parand (TecPar), mantido pelo governo
paranaense, que produz vacina contra raiva, ¢ a Fundacdo Ataulfo de Paiva, uma entidade
privada sem fins lucrativos que, junto com o Instituto Butantan, é responsavel pelo

fornecimento da vacina de BCG.

Apesar dos bons resultados da politica para imunobiolégicos no pais, o modelo de
producdo publica de vacinas estd em exting@o no resto de mundo. O grande obsticulo para
o setor piiblico estd no alto custo fixo da producio de vacinas, na exigéncia de economia de
escala e na necessidade constante de incorporagdo de novas tecnologias. Investe-se cerca de
dez anos para produzir uma vacina nova, e ainda assim, geralmente € um investimento de

alto risco. De fato, segundo a Organizacdo Mundial de Satide, s6 a pesquisa das principais
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doencas tropicais do planeta, para ser eficaz, demandaria uma injecfio de recursos da ordem
USS$ 1,5 bilhdo por ano.

Cutro grave problema para o controle da tuberculose € a resisténcia adquirida pelo
M. tuberculosis ao tratamento por um ou por varios farmacos (multirresisténcia), fendmeno
este em ascensd@o mundial, no qual os medicamentos em uso ndo tém mais acdo efetiva
contra certas cepas. No Brasil ndo hd dados recentes que permitam conclusdes vélidas sobre
a situacio atual da resisténcia, embora se tenha observado que os niveis detectados de
resisténcia primdria foram, em geral, baixos. Ao contrdrio da tuberculose comum, para a
qual o tratamento pode ter 100% de eficécia, a um custo inferior a R$ 100,00, a tuberculose
multirresistente € freqiientemente incurdvel (até 20% de cura) e sua erapia € de alto custo,
podendo exceder R$ 3.000,00 (Fidza, 1997).

O desenvolvimento de novas drogas para doengas como a tuberculose, que em sua
maioria afetam populacbes em paises em desenvolvimento, ndo figura no mapa das
prioridades da industria farmacéutica. Este imenso mercado, apesar de reunir cerca de 80%
da populacdo mundial (mais de 90% dos usudrios residem em paifses em desenvolvimento),
é pouco atrativo, j& que responde por apenas 20% das vendas globais de remédios. Das
1.393 drogas aprovadas no mundo entre 1975 e 1999, apenas 16 (ou seja, apenas 1%) foram
desenvolvidas para combater doencas tropicais como a tuberculose (que respondem por
12% das afecc¢des globais). Em comparacio, no mesmo periodo, surgiram 179 novas drogas
para doengas que respondem praticamente pelo mesmo percentual, como as

cardiovasculares.

Este problema mundial precisa de respostas globais e urgentes para seu controle, o
que somente serd possivel com a participaciio e cooperaclio ingernacional dos diferentes
setores da sociedade e da safide piblica. Nesta parceria, as principais armas disponiveis ¢ ja
bem testadas sdo: tecnologia e pesquisa apropriada, politicas objetivas, infra-estrutura
bédsica para a sadde pdblica, cobertura vacinal, desenvolvimento de novas vacinas,

conscientiza¢@o do cardter epidemiolégico, educagio e participagdo da sociedade.

Assim, o alto indice de mortalidade dessa doenca e a baixa eficiéncia da vacina
justificam o grande nimero de pesquisas sobre a tuberculose. Na dltima década, os avangos

no desenvolvimento de vacinas permitiram a introducfio de novas estratégias para a
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obtenc@io e producio de antigenos, assim como foram desenvolvidas vias alternativas de
administragdo € apresentacdo desses antigenos. Estas estratégias abriram carninho para
inovagdes, particularmente no contexto do desenvolvimento de vacinas mais seguras,
eficazes e polivalentes. Dentro de este contexto, as vacinas de DNA, ou vacinas génicas,
podem tornar-se um poderoso instrumento de combate a doencas infecciosas para as quais

até hoje nao existe prevengio segura.

Hoje, o primeiro grande desafic dos pesquisadores € desenvolver formas de
imunizagio mais seguras contra a doenca. Esforcos nesse sentido se multiplicam por todo o
mundo, estando em fase de teste pelo menos 170 novas vacinas, a maioria delas génicas ou
de DNA, consideradas de terceira geracdo. Entre elas, destaca-se a que estd sendo
desenvolvida no Centro de Pesquisa em Tuberculose da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto (FMRP-SP), da Universidade de Sio Paulo (USP), com o apoio financeiro da
FAPESP. O segundo desafio seria encontrar novas terapéuticas (menos agressivas e mais

eficazes) para tratar os individuos que ji desenvolveram a enfermidade.

Desde 1991, o Laborat6rio de Vacinas Génicas pertencente ao referido centro vem
desenvolvendo pesquisas visando a descoberta de uma nova e eficaz vacina contra a
tuberculose. Os resultados mostraram que a vacina de DNA desenvolvida, ndo sé tem
atividade preventiva como também alta atividade terapgutica contra a doenca ja
estabelecida (Lowrie e col., 1999). Neste contexto, estudos para determinar a melhor
maneira de administragéo foram iniciados, uma vez que vérias injecOes intramusculares de
DNA foram necessdrias para a obtenciio de bons resultados terapéuticos. A administragdo
da vacina encapsulada em microesferas (1 a 10 pum) estd sendo avaliada, uma vez que a
encapsulacdo poderia permitir a reducdo da quantidade de droga e do nimero de

administra¢des (Lima e col., 2000).

Recentemente, autorizada pelo Conselho Nacional de FEtica em Pesquisa
(CONEP), esta vacina estard sendo testada em seres humanos. A vacina, apesar de ter sido
inicialmente planejada para prevenir e tratar s a tuberculose, pode ser também eficaz
contra virios tipos de cancer, leishmaniose e artrite, através de pequenas variacdes
realizadas na sua composicdo ou na dosagem, comegando um capitulo decisivo na histéria

da primeira vacina gé€nica desenvolvida no Brasil.
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Embora ainda haja um longo caminho a ser percorrido até que uma nova vacina se
prove iotalmente segura, eficaz e ganhe as prateleiras das farmdécias hospitalares, se
reconhece que vém sendo feitos trabalhos notdveis e reconhecidos pela comunidade
cientifica internacional. No Brasil, apesar de os investimentos neste setor serem pequenos
quando comparados com os de outros paises, surgem estes exemplos de competéncia ¢ de
dominio tecnoldgico, com resultados semelhantes aos dos grandes laboratdrios

multinacionais.

Por outro lado, apesar do alto custo associado, o desenvolvimento de novos
tuberculostdticos com maior efetividade e menor toxicidade tém-se mostrado alvo de
pesquisas nacionais € internacionais. Nos ultimos anos, no paifs foi descoberta uma nova
droga, definida como Ci¢H23N20; ¢ denominada como glicenina, cujos primeiros testes
mostraram sua eficécia in vitro contra o Mycobacterium. A atividade terap@utica deste novo
composto terapéutico mostrou-se igual ou superior & da rifampicina, um dos antibidticos
mais potentes dos atualmente em uso (Peixoto, 2000), além de apresentar uma reducgfo nos

efeitos colaterais.

Uma opg¢lo relevante para o aumento do indice terapéutico dos agentes
tuberculostdticos comercialmente disponiveis € a sua incorporacdo em dispositivos de
liberag@o controlada como lipossomas, nanocépsulas e microesferas, o que poderia alterar a
distribuicdo espacial e temporal no organismo das moléculas de compostos terapéuticos

encapsulados.

3.2. Caracteristicas dos Agentes Terapéuticos Utilizados no Tratamento da Tuberculose

O primeiro antibi6tico ao qual o homem teve acesso foi a penicilina, descoberta no
ano de 1928 por Fleming em uma cultura de fungo e isolada em sua forma pura, somente
em 1930 por Florey e Chain. Onze anos depois, em 1941, aparecia no mercado
farmacéutico a sua primeira forma injetdvel e disponivel para uso em humanos.
Curiosamente, este composto teraputico mostrou-se totalmente ineficaz contra o bacilo de

Koch.
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Quinze anos apés a pioneira descoberta de Fleming, Waksman descobriu o
cOmposto estreptomicina, que passou a ser o primeiro agente antimicrobiano eficaz contra

muitas doengas até entdo incurdveis, como a tuberculose.

A estreptomicina € um composto pouco absorvido no trato gastro-intestinal, tendo
absorgio imediata ap6s administracio intramuscular e sendo largamente distribuida por
todo o organismo. Este farmaco inibe a sintese de proteinas bacterianas, sendo ativo contra
a multiplicacdo do bacilo em meio extracelular neutro ou levemente alcalino.
Comercializado na forma de sulfato, apresenta as seguintes solubilidades a 28 °C (em
mg/mL): acima de 20,0 em 4dgua; 0,85 em metanol; 0,30 em etanol; 0,035 em éter (Merck
Index, 1989). Este composto foi amplamente usado até se comprovar que a sua

monoterapia levava & resisténcia microbiana e falha do tratamento.

Posteriormente, varios outros compostos terapéuticos passaram a ser empregados
no tratamento da tuberculose. A adicio da isoniazida em 1952 como segundo farmaco ao
regime iria prevenir os problemas associados 2 terapia com estreptomicina, permitindo
também uma reducdo no tempo de tratamento para 18 meses. Este medicamento age
fortemente sobre a divisdo extracelular do bacilo e fracamente sobre a multiplicagio
intracelular. A isoniazida € facilmente absorvida pelo trato gastro-intestinal e difunde-se
para todas as células e fluidos corpéreos (Uehara e Santoro, 1999), sendo atualmente o
agente menos toxico dentre os empregados para a terapia da tuberculose (Berkow, 1989).
Sua solubilidade em dgua a 25 e 40 °C € de 14,0 e 26,0 g/100 mL respectivamente, em
alcool etilico, a 25 °C, € de 2,0 g/100 mL e no solvente orgénico cloroférmio € de 0,1 g/100
mL. Em éter e benzeno, este composto é praticamente insolivel (Merck Index, 1989;
Brewer, 1977).

Atualmente, dentre os diversos firmacos que podem ser empregados no combate a
doenca além dos compostos estreptomicina e isoniazida tem-se a pirazinamida, a
rifampicina, a etionamida e o etambutol, integrantes dos primeiro e segundo tratamento da

enfermidade.

A Figura 3.2 mostra as férmulas moleculares estruturais dos compostos

terapéuticos empregados no desenvolvimento deste trabalho de pesquisa.
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Figura 3.2 — Formulas moleculares estruturais dos compostos tuberculostticos isoniazida
(MM: 137,5 Da), pirazinamida (MM: 123,1 Da), rifampicina (MM: 823,0 Da) e kanamicina
(MM: 582,6 Da).
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No caso da pirazinamida e do etambutol desconhecem-se seus mecanismos exatos
de agdo, sendo o primeirc bem absorvido no trato gastro-intestinal e usado principalmente
em pH menor que 7 contra micobactérias intracelulares. A pirazinamida possul uma
solubilidade em agua de 15 mg/mL, em metano! de 13,8 mg/mL, em etanol de 5,7 mg/mL,
em iso-octano de 0,01 mg/mL e em cloroférmio de 7.4 mg/ml. (Merck Index, 1989).
Verifica-se também rdpido desenvolvimento de resisténcia bacteriana para ambos os

farmacos.

A rifampicina inibe a enzima RNA polimerase das micobactérias, agindo tanto na
multiplica¢do rdpida como na lenta do bacilo, intracelular ou extracelularmente. Quando
empregada isoladamente, verifica-se rdpido desenvolvimento de resisténcia a seus efeitos

terapéuticos.

Embora estes sejam os compostos mais comumente utilizados, os mesmos ndo tém
conseguido evitar o crescimento alarmante dos casos de tuberculose resistentes. Esta
resisténcia pode se apresentar por trés mecanismos: inativacio enzimdtica dos antibidticos
(mais freqiiente), alteraciio dos ribossomos por mutacio e a reduzida difus#o através dos

involucros bacterianos.

P

A kanamicina € um farmaco usado principalmente quando da aparicdo de
resisténcia microbiana & isoniazida e & estreptomicina. Descoberta em 1957 no Japdo por
Umezawa ¢ seus colaboradores, € um antibidtico que se utiliza principalmente na forma de
sulfato. A kanamicina pertence ao grupo de antibidticos que inibem a sintese protéica dos
microrganismos, € 0 mecanismo de agdo deste composto € se ligar & subunidade 30 S dos
ribossomos, provocando uma leitura errada da mensagem codificada no RNA mensageiro.
S&o entdo produzidas protefnas andmalas que sfio incorporadas na membrana celular da
bactéria, o que vai alterar a sua permeabilidade, com o consegiiente fluxo desequilibrado de

fons K*, resultando na morte celular (Cardozo ¢ col., 2000).

Como a kanamicina € uma molécula catidnica, o que dificulta sua passagem
através dos lipidios constituintes das membranas celulares, sua farmacocinética €
desfavordvel oralmente, sendo a mesma mal absorvida no trato digestivo e no sistema
gastro-intestinal. Por essa razdo, este firmaco € administrado apenas por via parenteral para

o tratamento de infecgdes sistémicas (Cardozo e col., 2000), sendo rapidamente absorvido e



Capitulo [T Revisdo da Literatura 19

distribuido no local da injecdo, ocomrendo o pico plasmitico de 30 a 90 min apéds a
administracio. Em meio fisiolégico, a kanamicina penetra muito mal nos tecidos,
confinando-se aos espagos extracelulares, sendo eliminada sem ser metabolizada e
apresentando tendéncia para se fixar no sistema renal, no qual geralmente se acumula.
Como todos os outros farmacos usados na terapia da tuberculose, a administracio
parenteral de kanamicina apresenta vérios efeitos adversos, destacando-se a ototoxicidade e
a nefrotoxicidade. O composto terapéutico sulfato de kanamicina € soldvel em dgua e
praticamente insoltivel em dlcoois e solventes polares comuns, sendo estdvel em uma ampla

faixa de pH.

A administracdo destes farmacos, geralmente feita por via oral, estd associada a
diversos efeitos colaterais indesejiveis, como néuseas, vOmitos, ictericia, diarréia,
alteracdes visuais e toxicidade a tecidos normais (Ministério da Saiide, 1995), o que leva o
paciente a se desestimuiar com o tratamento, interrompendo-c ¢ contribuindo
substancialmente para o aumento do nimero de casos de tuberculose multirresistente. Estes
efeitos colaterais constatados com o uso dos compostos terapéuticos de referéncia
justificam o fato pelo qual hoje a tuberculose é a drea de pesquisa mais ativa entre as

doencas infecciosas.

A capacidade de absorcdio através de membranas biolégicas dos compostos
terapéuticos in vivo relaciona-se 2 particdo entre fases aquosas e orgénicas, parametro
conhecido como coeficiente de particio (razdo entre as concentragdes do composto na fase
organica e na fase aquosa). Determinacdes realizadas por Justo (1999) de alguns agentes
tuberculostaticos indicaram que os farmacos isoniazida, pirazinamida e estreptomicina
acumulam-se preferencialmente na fase aquosa dos sistemas, enquanto 0§ cOmpostos
rifampicina e etionamida mostraram preferéncia pela fase orgénica, conforme mostrado nas
Tabelas 3.1 e 3.2. Em alguns sistemas ndo foi possivel efetuar com precisdo a analise,
devido As caracteristicas de reduzida solubilidade dos firmacos nas solugdes aquosas ou

orginicas.
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Tabela 3.1 — Coeficientes de particdo dos compostos tuberculostdticos em sistemas
aquosos/l-octancl. Composico das fases aquosas: dgua deionizada; 4cido citrico a
300 mmol/L. e pH 4,0; HEPES a 100 mmol/L e pH 7.4; HEPES/NaCl a 100/120 mmol/L e
pH 7.4 e HEPES/NaCl a 100/120 mmol/L e pH 13,0.

Agua  Acido Citrico  HEPES  HEPES/NaCl HEPES/NaCl

Composto
Deionizada pH 4,0 pH 74 pH 74 pH 13,0
Isoniazida 0,152 0,075 0,105 0,189 0,089
Pirazinamida 0,282 0,515 0,333 0,370 0,370
Rifampicina 8,259 2,257 11,346 42 478 -
Estreptomicina 0,105 - 0,000 0,000 0,000
Etionamida 19,000 2,165 13,286 10,111 2,125
Etambutol 0,042 - 0,111 0,099 -

Tabela 3.2 — Coeficientes de particio dos compostos tuberculostiticos em sistemas
aquosos/n-dodecano. Composicio das fases aquosas: 4gua deionizada; 4cido citrico a
300 mmol/L. e pH 4,0; HEPES a 100 mmol/L e pH 7.4; HEPES/NaCl a 100/120 mmol/L ¢
pH 7.4 e HEPES/NaCl a 100/120 mmol/L e pH 13,0.

Agua  Acido Citrico HEPES  pH HEPES/NaCl HEPES/NaCl

Composto Deionizada pHA4,0 7,4 pH74 pH 13,0
Isoniazida 0,083 0,000 0,000 0,000 0,600
Pirazinamida 0,000 0,075 0,064 0,005 0,087
Rifampicina - - - - 0,000
Estreptomicina 0,259 - 0,000 0,000 0,000

Etambutol 0,031

0,087 0,087 -
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Em decorréncia deste fato, diversas tentativas est3o sendo feitas para se elevar o
indice terapéutico dos farmacos de use consagrado e diminuir seus efeitos adversos. Este
indice poderia ser elevado, por exemplo, através do uso de agentes transportadores de
compostos terapéuticos, como os lipossomas. A encapsulacdo destes compostos em
lipossomas poderia reduzir o niimero ¢ a intensidade dos efeitos colaterais, poupando

tecidos sauddveis, além de favorecer a deposiciio do fdrmaco em érgéos especificos.

3.3. Caracteristicas dos Lipossomas

Os lipossomas (Figura 3.3) so vesiculas compostas por membranas simples ou

miiltiplas constituidas de lipidios, que circundam um ou mais compartimentos aguosos.

m Fosfolipidios ' Colesterol

g®
8®
di % Compostos Compostos

Lipofilicos Hidrofilicos
Figura 3.3 — Representacio esquemdtica de lipossomas multilamelares como veiculos para

a encapsulag@o de compostos hidrofilicos no cerne aquoso, ou hidrofébicos na bicamada.
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Estes sistemas apresentam tamanhos varidveis (entre 0,025 e 50 pm), sdo
biodegraddveis, néo téxicos e ndo imunogénicos, podendo encapsular, devido a sua
estrutura em bicamadas, uma grande variedade de compostos nas partes internas, externas
ou na interface de suas membranas. O potencial de encapsulacio de um determinado
composto por estas vesiculas lipidicas serd determinado principalmente por caracteristicas

como sua massa molecular, sua hidrofobicidade e solubilidade.

Estas vesiculas lipidicas assemelham-se a membranas celulares em sua estrutura ¢
composicdo. Os fosfolipidios, seus componentes moleculares primdrios aos quais devem
sua estrutura, exibem propriedades anfifflicas (Figura 3.4), o que permite que se agreguem,
em solugbes aquosas diluidas, blindando a parte hidrofébica do meio aquoso, ac mesmo

tempo em que expdem a porcédo polar hidrofilica 4 4gua.

A grande variedade de estruturas resultantes da associagdo das moléculas de
fosfolipidios em solucGes aquosas deve-se & geometria molecular e as interacQes intra e
intermoleculares presentes nos processos de auto-organizacico e auto-associacdo. A
formacdo de agregados por moléculas anfifilicas em um meio aquoso € favorecida pelo
efeito hidrofébico, enquanto vérias outras interagdes se opdem a isso, 0 que gera o efeito de
forcas opostas (Israelachvili, 1992), que agem principalmente na regifio interfacial
(interface dgua-cadeia hidrocarbénica) do agregado. O efeito hidrofébico tende a diminuir a
drea interfacial por molécula (4rea da cabeca polar) e as outras forcas tendem a aumentar
essa drea, sendo que estas dltimas forgas resultam de vérios tipos de interagdes, incluindo

repulsdo de hidratacfo, repulsio eletrostética e as contribui¢des estéricas da molécula.

Cadeia hidrocarbfnica Grupo polar

Figura 3.4 — Estrutura basica de um fosfolipidio, na qual (X) caracteriza o grupo ligado ao

grupo fosfato (adaptado de Baggio, 1999).
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Esse conceito sugere que, nas condicdes de equilibrio termodindmico, hd uma area
superficial 6tima 4o, em que a energia de interagio por molécula € minima. Considerando
que as cadeias polares se comportam como fluidos incompressiveis (volume constante a
uma temperatura fixa), entdo € possivel definir um pardmetro adimensional denominado

parimetro de empacotamento critico (p), definido de acordo com a equagdo 3.1:

p=VHAoLc) 3.0

na qual L¢c é o comprimento efetivo maximo da cadeia, também conhecido como
comprimento critico ¢ ¥ o volume molecular da porcio hidrofébica. Uma vez especificado
o valor deste pardmetro para uma dada molécula anfifilica, € possivel determinar os tipos
de agregados nos quais ela poderd se organizar. A Tabela 3.3 resume as estruturas
usualmente formadas por fosfolipidios para virios valores de parfimetros de

empacotamento criticos.

Apés saturar a interface dgua-dgua, as moléculas anfifilicas diluidas em solucdo
aquosa estruturam-se em micelas, pequenos agregados formados acima de uma certa
temperatura € concentragdo micelar critica (cmc). Estes agregados podem apresentar
diferentes formas tais como: esférica, cilfndrica ou discéide, dependendo da natureza da
molécula anfifilica e das condigdes da soluco aquosa (temperatura, pH e salinidade, entre

outras),

Os fosfolipidios em solucdo aquosa produzem estruturas lamelares organizadas
mesmo a baixas concentracdes. As vesiculas muitilamelares sdo uma forma particular de
estruturas lamelares, correspondendo a sistemas fechados compostos de bicamadas

esferoidais concéntricas que circundam um volume aquoso central.
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Tabela 3.3 — Formas possiveis de empacotamento de fosfolipidios e outras moléculas
anfifflicas em funcfo de diferentes valores do parimetro de empacotamento critico (p).

Adaptado de Baggio, 1999.

Molécula Pardmetro de Forma de Estruturas Formadas
Anfifilica Empacotamento Empacotamento
Critico (p)
Cadeia hidrofébica simples <1/3 Cone Micelas esféricas

com area de cabeca polar
grande: dodecilsulfato de
sodio (SDS)

Cadeia hidrofébica simples 173-172 Cone Truncado Micelas cilindricas

com 4rea de cabega polar

S —l ‘ 2

pequena: dodecilsulfato de = I% et

sodio (SDS) VLA
Cadeia hidrofébica dupla 1/2-1 Cone Truncado Vesiculas

com 4rea de cabega polar
grande: Fosfatidilcolina
(PC)

Cadeia hidrofébica dupla =1 Cilindro Bicamadas Planares
com 4rea de cabega polar

pequena:

Fosfatidiletanolamina (PE)

Cadeia hidrofébica dupla >1 Cone Truncado Micelas Reversas
com drea de cabeca polar Invertido
pequena:

Colesterol (Col)
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Geralmente, a altas concentraces de fosfolipidio € formada uma fase lamelar
pura, na qual as cadeias de hidrocarbonetos adotam uma conformacio fluida. Na medida
em que o sistema € diluido, mais dgua € incorporada entre as lamelas a fim de reduzir a
repulséio entre as porgdes polares da bicamada. Esse processo continua até as bicamadas
lipfdicas atingirem uma certa distdncia entre si que permita o equilibrio entre as forcas
atrativas e repulsivas. Atingido o limite de hidratagio, o excesso de fase aquosa (4dgua) no
sistema ndo pode ser mais incorporado entre as camadas lamelares, dando origem a uma
regidio bifésica no sistema. A presenca desta regidio bifisica em uma grande faixa de
concentragdo e temperatura € caracteristica dos fosfolipidios, e nesta regifo a geometria do

agregado € controlada pelo seu empacotamento e a transigdo para uma fase lamelar
(Baggio, 1999).

Uma caracteristica importante dos fosfolipidios € que ao reduzir o comprimento da
cadeia hidrocarbdnica de suas moléculas, estruturas vesiculares estdveis passam a ndo ser
mais obtidas no sistema. Nesta situagfo, micelas cilindricas ou esféricas passam a ser
estruturas provaveis, como observado para a lecitina de cadeia dupla com 12 ou menos
atomos de carbono por cadeia. Este fato pode ser explicado pelo efeito da cadeia

hidrocarbdnica na curvatura da bicamada (Israelachvili, 1992).

Os fosfolipidios s@o a maior classe de lipidios presentes nas membranas celulares
de plantas e animais e os mais usados na preparacdo de sistemas destinados a aplicacdes
terapéuticas. Estas moléculas anfifilicas, geralmente soldveis em solventes organicos ou em

suas rmuisturas, sao divididas em diferentes classes de acordo com as caracteristicas de seu

grupo polar.

-

Muitos fosfolipidios disponiveis para a produgdo de vesiculas lipidicas sao
fosfolipidios naturais, especialmente de ovo ou soja, os quais podem ser modificados por
hidrogenacgo parcial para permitir a obtencdo de vesiculas mais resistentes a processos
oxidativos. Também s@o empregados fosfolipidios semi-sintéticos, sintéticos e outros
compostos anfifflicos completamente sintéticos, tais como os surfatantes ndo-ibnicos

(Crommelin e Schreier, 1994).

Entre os lipidios naturais mais utilizados na drea farmacolégica encontra-se a

fosfatidiicolina de soja, fosfolipidio com um custo de produgido muito baixo quando
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comparado a outros fosfolipidios, de alta estabilidade e biocompatibilidade.

Desde a descoberta em 1965 por Bangham dos lipossomas, um grande nimero de
pesquisadores tem se dedicado ao estudo das propriedades fisico-quimicas destas vesiculas
lipidicas. O desenvolvimento de pesquisas e a diversificacfio de diferentes modelos de

membrana a partir de lipossomas tém aumentado notavelmente.

Estas propriedades fizeram dos lipossomas candidatos atraentes para uso como
veiculos liberadores de farmacos desde os anos 70, embora desde 1934 seja conhecida uma
patente da IGI Farben Industrie, a qual alegava que suspensbes aquosas de lecitina e
colesterol podiam ser empregadas como transportadoras de farmacos, conforme

mencionado por Lasic (1998).

Dependendo dos componentes da bicamada e do método utilizado na preparagéo
dos lipossomas, estes podem variar consideravelmente algumas de suas caracteristicas
fisico-quimicas como tamanho, nimero de lamelas, carga, fluidez da bicamada e volume
encapsulado (Talsma e Crommelin, 1992a). Para particulas esféricas em movimento
Browniano, o raio hidrodindmico médio, Ry, pode ser determinado pela relacfio de Stokes-

Einstein, segundo a equagio 3.2:

R, = <L (3.2)
oD

na qual k € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, D o coeficiente de difusdo

médio da vesicula e ¢ a viscosidade do solvente.

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho € ¢ nimero
de bicamadas lipfdicas (lamelas) que apresentam em sua constituicdo. De acordo com suas
dimensdes as vesfculas lipidicas podem ser classificadas como: pequenas, cujo tamanho
varia de 0,02 a 0,1 pm; grandes, com didmetro variando de 0,1 a 1 um e gigantes, com
didmetro de até 50 um (Lasic, 1988), podendo apresentar em sua constituigdo diferentes

nimeros de bicamadas lipidicas ou lamelas, conforme mostrado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 — Classificaco de lipossomas quanto ao difmetro (D) e & morfologia. (a) VUP:
vesicula unilamelar pequena (20<D<100 nm); (b) VUG: vesicula unilamelar grande
(D>100 nm); (¢} VML.: vesicula multilamelar (D>0,5 pm); (d) VOL: vesicula oligolamelar
(0,1<D<1 pum); (e) VMYV: vesicula multivesicular (D>1 um) (adaptada de Crommelin e
Schreier, 1994), ‘

Dois tipos de lipossomas sdo habitualmente os mais usados, as vesiculas
multilamelares (VML) e as vesiculas unilamelares (VUL) pequenas e grandes. As VML,
sdo formadas por camadas concéntricas de fosfolipidios nas quais o compartimento aquoso
€ reduzido, por isto sdo muito lteis para encapsular compostos lipofilicos. Quando estes
lipossomas sdo submetidos a sonicagBo ou extrusdo através de filtros ou membranas,
formam-se as VUL. Em geral as VUL sd@o mais adequadas para encapsular e transportar

compostos hidrofilicos.

O alvo de destino determinard a escolha quanto ao tamanho de particula das
vesiculas lipidicas, que podem ser administradas através de diversas rotas, incluindo as
vias: tOpica, intravenosa, ocular, pulmonar, nasal, oral, intramuscular e subcutinea.
Vesiculas lipidicas pequenas (100 nm) sfio adequadas para administrago intravenosa, ja
vesiculas maiores (100 — 1000 nm) seriam indicadas para administraco pulmonar (Lasic,

1993).

Em terapias nas quais sejam utilizados lipossomas, o firmaco encapsulado pode
ter como destino os alvos naturais (sistema imunoldgico) ou especificos (6rgdos, locais ou

tumores especificos). A farmacocinética e a biodistribuicdo ir vive de lipossomas podem
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ser controladas pela selecio adequada do tamanho da vesicula, da via de administragio e da

composicdo em lipidios.

Lipossomas podem ser incorporados tanto em formulagdes relativamente simples,
como em preparagOes mais complexas. Estas vesiculas lipidicas podem ser incorporadas em
tipos distintos de vefculos, como géis, cremes, pastas, suspensoes, dispersdes coloidais,
logBes, tinturas, aerossdis e pds, dentre outros (Lasic, 1993), o que flexibiliza bastante sua

utilizac@o.

As aplicacdes das vesiculas lipidicas na liberagdo de compostos terapéuticos
dependem, e s@o baseadas, em suas caracteristicas fisico-quimicas tais como, composicao,
tamanho, eficiéncia de encapsulag@o e estabilidade. Estas caracteristicas dos lipossomas
devem ser determinadas e otimizadas para cada sistema fArmaco ou particula/lipidio

especifico.

Atualmente, estas vesiculas representam uma opg¢éo relevante para o transporte e
deposicfio especifica de compostos terapéuticos para a terapia de alguns tipos de céncer, de
infeccdes fungicas e de leishmaniose (Deol e col., 1997). Na medicina preventiva, que
utiliza extensivamente vacinas, as vesiculas mostram também um grande potencial de

aplicagdes.

Além disto, os lipossomas podem ser utilizados para a liberagdo controlada de
compostos de interesse em fluidos corpéreos (agindo como micro-reservatérios) € no
interior de células (apés a endocitose). Os lipossomas também t€m sido utilizados como
modelo de membranas para acfio anestésica, transportadores de materiais encapsulados para
o interior de células, transportadores de agentes quimioterdpicos no tratamento de infecgdes
(intracelulares, do sistema reticuloendotelial e fiingicas), de substincias moduladoras de
respostas bioldgicas e incorporando anticorpos especificos entre suas cadeias de dcidos
graxos que podem ser liberados nas células que possuam o receptor ou antigeno especifico

para esse anticorpo.

Aplicagbes muito relevantes podem ser esperadas ou ji estdo em andamento,
principalmente quando a protecio de moléculas sensiveis é necessiria (DNA, RNA,
oligonucletidios), para aumentar a solubiliza¢do de compostos (Anfotericina B), aumentar a

penetracdo intracelular (fdrmacos antineopldsicos, antibiticos, e antivirais), como sistemas
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para liberagBo controlada na drea cosmética e principalmente com o objetivo de modificar a
farmacocinética e a biodistribuicio de compostos terap@uticos ou diminuir a toxicidade
destes firmacos em suas formas livres. Além disso, a quantidade de doses necessdrias para
o desenvolvimento de uma resposta terapéutica eficiente e duradoura é normalmente menor
que a quantidade requerida por administragOes tradicionais, que geralmente necessitam de

esquema miiltiplo de dosagem.

A utilidade médica dos lipossomas convencionais € limitada pela rapida fagocitose
pelas células do sistema reticuloendotelial (SRE), fundamentalmente no figado e no bago.
Embora esta caracteristica seja de grande utilidade quando os lipossomas sdo utilizados
para transportar firmacos no tratamento de processos infecciosos causados por patdgenos
intracelulares nos quais o SRE € o alvo, ji ndo se verifica a mesma aplicabilidade quando

as vesiculas s#o utilizadas para outros tipos de tratamento {como de tumores).

O uso de VUP que possam penetrar nas células por mecanismos de endocitose
melhora em parte este problema. Por outro {ado, destaca-se o desenvolvimento de novos
lipossomas conhecidos como vesiculas de segunda geracgdo ou estabilizados, os quais tém
em sua composicdo lipidios sintéticos contendo grupos volumosos resultantes do
acoplamento covalente de polimeros hidrossoliveis (PEG), que os converte em sistemas
mais hidrofilicos e reduz a opsonizacdo e fagocitose pelo SRE. Estes lipossomas
permanecem na circulacio sangiifnea mais longamente que as vesiculas convencionais e
podem assim aumentar a eficicia farmacolégica dos farmacos encapsulados
(Papajhadjopoulos e col., 1991; Lasic e col., 1991; Woodle e col., 1992; Schaffazick e col.
2003).

Pela habilidade dos lipossomas de solubilizar moléculas hidrofébicas em sistemas
naturais Agua-lipfdio, aliada & grande penetraciio das vesiculas através das mucosas e pela
controlada liberacdo, os mesmos t&m sido aplicados também na inddstria de alimentos, na
qual as vesiculas t&m liberado oralmente aromas e nutrientes como vitaminas, minerais e
extratos de ervas. Outras utilizacdes incluem a atuacdo como ligantes para principios ativos,
substratos para testar canais idnicos, em pesquisas de pesticidas € em testes para enzimas de

membranas.
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3.4. Preparacdo de Lipossomas

Para a producéio de lipossomas em escala de laboratdrio, varias metodologias tém
sido comumente utilizadas e os principais detalhes t8ém sido abordados na literatura (Lasic,
1988; New, 1990; Talsma e Crommelin, 1992b; Barenholz e Crommelin, 1994; Crommelin
¢ Schreier, 1994). O livro editado por New (1990), em particular, descreve detalbes
experimentais para a produgio de lipossomas em escala de laboratério por uma grande
variedade de metodologias. Entretanto, a literatura é relativamente escassa no tocante ao

aumento de escala de produgio de lipossomas.

O uso efetivo de lipossomas em produtos industriais manufaturados para
aplicagBes clinicas depende de vdrios critérios. As vesiculas obtidas a um custo
relativamente baixo através de metodologias simples, reprodutiveis, que permitam a
esterilizagio e envolvam materiais relativamente inertes, devem permitir a encapsulagio

eficiente e estdvel do farmaco (Gregoriadis, 1992).

Para maiores escalas, os problemas sdo constituidos principalmente pela baixa
estabilidade dos sistemas obtidos, pela necessidade de obtenc@o de material estéril para fins

terapéuticos ¢ pelo escalonamento em si das tecnologias.

O projeto dos lipossomas constitui uma das etapas mais importantes para o sucesso
da formulac@o. Dependendo da selecdo dos componentes da bicamada ¢ do método de
preparacao utilizado, os lipossomas podem variar consideravelmente algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, ndimero de lamelas, carga, fluidez da

bicamada e volume encapsulado (Talsma e Crommelin, 1992a).

A principal diferenca entre as metodologias laboratoriais fundamenta-se nas
formas pelas quais sdo conduzidas e combinadas as etapas de hidratagdo dos lipidios,
incorporagdo do férmaco, reducdo do tamanho das vesiculas e remocio do material ndo
encapsulado. Entre as principais metodologias que envolvem a preparagfo das vesiculas
tem-se: técnicas de dispersdo mecénica, de substitui¢io de solventes orgénicos por solucdes
aquosas, de remogio de detergente, de mudanca de tamanho, de fusio de vesiculas e de
variacOes de pH durante a hidratacio dos lipidios. As técnicas de extrus3o ou sonicacio de

vesiculas multilamelares podem ser utilizadas para a redugio do tamanho dos lipossomas,
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que devem, conforme mencionado anteriormente, ser dimensionados de acordo com o alvo
de destino. Entre os principais métodos comumente empregados para a remogio do
material n&o encapsulado se encontram a didlise, a ultracentrifugacio, a ultrafiltragio ¢ a
cromatografia de filtracio em gel. Todas as metodologias apresentam vantagens e
desvantagens, nfdo havendo, via de regra, uma metodologia Stima que possa ser considerada

como universal.

Ainda hoje, os mecanismos de formacgdo das vesiculas lipidicas sdo pouco
esclarecidos na literatura, principalmente pelo fato dos métodos fisicos e quimicos de
andlise existentes ndo conseguirem ainda caracterizar detalhadamente as estruturas
intermedidrias do processo. Alguns mecanismos de formagio de vesiculas lipidicas foram
descritos por Lasic (1988; 1992). Segundo este autor, para a formacio dos lipossomas, as
moléculas anfifilicas devem estar necessariamente organizadas em estruturas simples, como
lamelas ou bicamadas. Uma vez que a exposicio das extremidades hidrofobicas das lamelas
a dgua € desfavordvel, com a agitacio do sistema as bicamadas tendem a se enrolar em
estruturas esféricas que retdém um volume aquoso, formando as vesiculas lipidicas (Lasic,
1992).

Um dos métodos de preparacio mais empregados na escala laboratorial € o método
da hidrataco do filme lipidico seco. Este consiste na obtengfio de vesiculas multilamelares
pela hidratacdo, em constante agitacdo € a uma temperatura maior que a temperatura de
transicio gel/liquido-cristalino dos fosfolipidios, de bicamadas finas de lipidios formadas
pela evaporacdo do solvente orgénico no qual os mesmos estavam dissolvidos. A
hidratacio das moléculas dos lipidios provoca o aumento do tamanho de suas cabecas
polares ¢ da drea superficial externa, permitindo a formacdo de formas convexas a partir
das quais crescem as bicamadas. Quando € atingido um certo distanciamento, provocado
pela incorporagdo da fase aquosa, entre as bicamadas formadas, essa transformacao cessa ¢
as extremidades laterais hidrofébicas ficam expostas a moléculas de dgua, fazendo com que
os fragmentos de bicamadas lipidicas se desprendam das paredes do frasco ¢ se agreguem
em lipossomas, enquanto encapsulam parte da solucdo aquosa (Lasic, 1988). As vesiculas
obtidas tornam-se unilamelares através da realizacdo de procedimentos posteriores &

preparacao como a extrusio.
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A simples mistura de lipidios com uma fase aquosa raramente resulta na formagfo
eficiente de lipossomas, uma vez que geralmente nio ocorre a hidratac8o simulitinea de
todas as moléculas presentes, requerendo etapas posteriores de homogeneizagfio, que ndoc
sao efetivas quando misturas lipidicas estdo envolvidas. Outros tratamentos poderiam ser
empregados, como agitagdo mecinica ou aquecimento prolongado, embora possam causar
degradagOes, mesmo mostrando-se aparentemente efetivos (Gregoriadis, 1992). Para
minimizar este efeito, a hidratacdo dos lipidios deve ser conduzida de maneira a aumentar a
razdo drea superficial/volume da vesicula lipidica. Este objetivo poderia ser atingido através
da preparagdo de um filme lipidico fino pela evaporacio da fase organica contendo os
lipidios dissolvidos, através da obtengiio de uma massa agregada porosa pela liofilizagdo
dos lipidios, pela atomizagio de uma solug#o orginica contendo os lipidios solubilizados
ou pela introducdo direta em uma fase aquosa de lipidios solubilizados em uma fase

organica.

Dentre os métodos acima mencionados, os dois tltimos sdo 0s que apresentam
maior potencialidade de escalonamento, entretanto, néio existe um dnico método aplicdvel a
todos os sistemas de lipossomas, devendo-se sempre avaliar as vantagens e limitagdes de

cada metodologia.

3.4.1 Preparacio de Lipossomas por Injecio de Etanol

Lipidios solubilizados em solventes orgdnicos misciveis em d4gua (etanol,
propilenoglicol) ou solventes orgénicos imisciveis em &dgua (éter, freon) podem ser
injetados em uma fase aquosa, seguida da remoc¢do do solvente orginico (e possivel
reciclagem) por evaporagio, cromatografia de exclusdo em gel, filtragdo ou didlise. Na
Figura 3.6 pode-se observar uma representagdo esquematica do processo de formacfo de

vesiculas lipidicas pelo método de injecdo de solventes orgnicos volateis imisciveis com

-,

dgua.
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Il

# Bolhado gis

Figura 3.6 — Representacio esquerndtica da formac@o de vesiculas unilamelares através da
injecdo de uma solugfo orginica de lipidios em uma fase aquosa. O solvente orgénico é

imiscivel com 4gua e € volatilizado quando de sua injecdo na fase aquosa. Cada linha

representa um fragmento de bicamada lipidica.

Dependendo do tipo e a concentragdo final de solvente orginico na preparagio,
pode nio ser necessdria esta etapa de remocdo, uma vez que a quantidade de solvente
remanescente na amostra {(etanol ou propilenoglicol) poderia ndo ser nociva e,
adicionalmente preveniria o crescimento microbiano em produtos cosméticos, nutricionais

ou farmacéuticos.
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Entre os métodos de preparacdo envolvendo dispersdo de solvente, na categoria de
solvente orgdnico miscivel na fase aguosa, encontra-se 0 métode de injeg¢lio de etanol,

proposto por Batzri e Korn em 1973.

Neste método, os lipidios, previamente dissolvidos em um solvente orgénico
miscivel como o etanol, sdo colocados em contato com a fase aquosa através de uma
injecdo rdpida e direta. Com o contato entre as fases aquosa e orghnica, ocorre a
praticamente imediata diluicdo do etanol. E, como conseqiiéncia da mudanga nas condigdes
de solubilidade dos lipidios, ocorre precipitagio destas moléculas, formando-se entdo
fragmentos de bicamadas lipidicas. Através da dissipagio de energia no sistema (agitacdo,
ultrassonicagiio, etc.), os fragmentos de bicamadas lipidicas produzidos tendem a diminuir a
exposicao da parte hidrofdbica das moléculas pelo rearranjo das mesmas nesta regifio, o que
resulta no arqueamento dos fragmentos das bicamadas que, fechados, formam estruturas
ovais. A agitacio ¢ a for¢a de injeclio geralmente s3o suficientes para garantir urna mistura
completa, de forma que a diluicdo do solvente e a dispersio das moléculas de lipidios na
fase aquosa sdo quase instantaneas. As estruturas ovais transformam-se em esféricas com o
decorrer do tempo, nas guais a energia de curvatura é minima e o volume aquoso retido é
méximo, possivelmente através do deslocamento bidirecionado das moléculas dos
fosfolipidios (Lasic, 1992). Este mecanismo de formacao de vesiculas estd representado na

Figura 3.7.

Esta metodologia para a obtengfio de lipossomas possui a vantagem de ser simples,
apresentar facil e rdpida execucfo, ndo promover alteracdes degradativas nos lipidios e sua
escolha, unida 2 selecdo de matéria-prima 2 base de lipidios naturais, representa uma das
poucas alternativas que possibilitam uma facil transposicdo para a escala industrial, tendo

sido selecionada para a encapsulacdo dos compostos terapéuticos no presente estudo.
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Figura 3.7 — Representac@o esquemdtica da formacfo de vesiculas lipidicas unilamelares
através da injegdo de uma solucio organica miscivel de lipidios em uma fase aquosa. Cada

estrutura esférica representa um lipossoma formado.

O trabalho publicado por Perret e col. (1991) enfoca a produg@io de vesiculas
lipidicas por inje¢do de etanol descrevendo a obtengdo de um diagrama trifasico (lipidios,

etanol e solugfio aquosa) a 20°C e a formagdo de prolipossomas precursores das vesiculas



Capitulo H1I: Revisdo da Literatura 36

lipidicas. No diagrama de fases apresentado pelos pesquisadores, especificamente com a
fosfatidilcolina de ovo (EPC), pode se observar que dependendo da concentracio inicial
dos trés compostos analisados poderdo ser obtidos lipossomas, bicamadas lipidicas
precipitadas ou simplesmente lipidios solubilizados. Na presenca de mais de 20% de
solvente orgénico dificilmente obtém-se vesiculas lipidicas. Por outro lado, o aumento na
porcentagem da fase aquosa (tamp#o) no sistema teria um efeito inverso. Um aumento na
concentracdo do fosfolipidio no sistema (acima de 50%) provocaria a obtencio de
bicamadas precipitadas e ndo de vesiculas lipidicas. Possivelmente para um sistema com
fosfatidilcolina de soja/etanol/dgua este comportamento ndo seria observado nas mesmas
faixas de concentracio, pois a solubilidade no solvente orgénico deste fosfolipidio € menor

que a do EPC e sua temperatura de transi¢o de fases € maior.

A encapsulacdo estdvel e eficiente do composto terapéutico € um dos grandes
desafios na producg#o de lipossomas. Compostos hidrofilicos séo tipicamente introduzidos
na solucio de hidratagfo. Na metodologia de injecio de etanol a incorporacdo passiva dos
compostos terapéuticos nos lipossomas é realizada durante a formacio das vesiculas
lipidicas, utilizando-se isoladamente solugGes aquosas dos farmacos. Neste tipo de
processo, a eficiéncia, determinada pela fragio de composto terap@utico incorporado na
vesicula, é diretamente influenciada pelo volume aquoso retido no cerme aquoso da vesicula
lipidica no qual o composto se encontra dissolvido e que, por sua vez, depende do tamanho
e do nimero de lamelas do lipossoma (Moraes, 1996). Para os compostos
predominantemente hidrofébicos, a incorporagio passiva pode ser feita diretamente na
bicamada lipidica, dissolvendo-o conjuntamente com os lipidios no mesmo solvente
organico. Neste caso, a quantidade de composto incorporado serd dependente da
estabilidade da bicamada lipidica, na qual o nimero de moléculas de composto acomodadas

ndo deverd afetar, de maneira substancial, o empacotamento das moléculas de lipidios.

Bases ou d4cidos fracos podem ser incorporados em lipossomas previamente
preparados apresentando distribuicdes de prétons do tipo Henderson-Hasselbalch, uma vez
que estas vesiculas podem apresentar gradientes entre as fases aquosas interna € externa de
suas membranas. As maiores eficiéncias de encapsulagdo sfo atingidas pela incorporagio
de bases fracas do tipo amina lipofilica em vesiculas apresentando gradientes de pH

(interior 4cido) ou de concentracdo de sulfato de amdnio. Analogamente, acidos fracos
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podem ser incorporados por gradientes de pH (interior alcalino) ou de bicarbonato de sédio.
A encapsulacado de tais moléculas € em geral menos estdvel que a incorporag@o das bases
fracas, que podem formar precipitado com nions presentes, o que geralmente no acontece

entre os acidos fracos e citions encapsulados (Haran e col., 1993).

O potencial eletrostético, a pressdo osmética e outros gradientes nem sempre séo
efetivos na encapsulacdo de farmacos. Para garantir altas eficiéncias de incorporagio de
compostos terapéuticos que ndo respondem 2 presenca de gradientes vesiculares, o trabalho
com altas concentra¢bes de farmacos e, especialmente de lipidios (100 — 150 mmol/L} é
ainda requerido. Eficiéncias tedricas de encapsulacio acima de 70% dificilmente s3o
obtidas experimentalmente, sendo eficiéncias de 50% consideradas altas. Geralmente, 20 a
30% de eficiéncia de encapsulagdo € o maximo obtido (Lasic, 1998) e para vesiculas

unilamelares pequenas, percentuais inferiores a 5% sédo normalmente verificados.

O trabalho pioneiro descrito por Batzri e Korn (1973) envolvia a preparagio de
lipossomas de lecitina de ovo através da injec@io da solugéio etandlica do fosfolipidio em
dgua. Uma agitaco vigorosa foi necessdria para evitar a formacso de lipossomas maiores e
heterogéneos e a substituicdo da dgua por uma soluciio de KCI a 160 mmol/L ndo provocou
mudancas nos resultados. O processo n@o provocou a degradaciio ou oxidacdo da
fosfatidilcolina empregada, fato comprovado através dos espectros de absorcio da solucgo
orginica de lipidios e dos lipossomas preparados. A suspensio homogénea de vesiculas,
facilmente concentrada por ultrafiltracéio, teve uma concentracio final de solvente de 7,5%
e didmetros médios em torno de 25 nm. Os autores destacaram a rapidez, alta
reprodutibilidade desta metodologia e uso das vesiculas apés sua estocagem por vérios dias,
discutindo também duas desvantagens inerentes ao método, a presenca do soivente na
suspensdo que poderia ser removido por didlise ou ultrafiltracio e os volumes grandes de

fase aquosa usados para grandes concentracdes de soluto.

Embora estudos sobre o método de injecfio de etanol indiquem a fécil remocado do
solvente organico por técnicas como a diélise, a remoc@o do etanol presente nas bicamadas
lipidicas constitui ainda uma das principais limitagdes desta técnica. Este método de
preparacdo também € diretamente limitado pela baixa solubilidade dos lipidios no solvente,

0 que origina geralmente suspensdes muito diluidas de vesiculas e, consegiientemente,
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eficiéncias de encapsulag@o baixas para compostos hidrofilicos. Poucos trabalhos tém sido
publicados abordando novos métodos de preparacio de lipossomas e o uso destes sistemas

na liberacdo controlada de agentes tuberculostéticos.

Os lipossomas preparados por Kremer e col. (1977) a partir de dois tipos de
fosfolipidios (dimiristoilfosfatidilcolina, DMPC e dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC) foram
empregados em estudos como modelo de membranas bioldgicas. As vesiculas foram
preparadas pela metodologia proposta por Batzri e Korn em um recipiente de 2 cm de
didmetro, contendo a solugio aquosa agitada por barra magnética, onde foi injetada cada
solugdo de lipidio a uma vazio entre 10™ ¢ 0,05 mL/min, mantendo sempre a concentragio
final de solvente entre 2,5 ¢ 7,5%. A temperatura da fase aquosa foi superior a 35 e 55 °C
para a preparac@o das vesiculas de DMPC e DPPC, respectivamente, para trabalhar sempre
em valores acima das temperaturas de transicdo de fases dos lipidios. As vesiculas obtidas
com difmetros médios de ate 120 nm foram submetidas a didlise para a remogdo do etanol
presente nas suspensdes, observando-se que ap6s 8 horas, esta etapa reduzia a concentraco
de etanol para 0,01% em volume, e que a presenga do solvente ndo provocava mudangas no
tamanho dos lipossomas. O raio externo das vesiculas preparadas por esta metodologia,
assim como sua massa molecular, foram varidveis afetadas pela concentracdo de lipidios na
solu¢io orginica injetada no tampdo aquoso. A obtencdo de vesiculas unilamelares grandes

ou a formacdo de agregados de lipidios ocorre se a mistura for ineficiente (New, 1990).

Em 1984, a companhia Cilag (Suica) iniciou o desenvolvimento de lipossomas &
base de fosfatidilcolina e colesterol, para aplicacbes dermatolégicas, contendo 1% do
agente antifingico econazol, a partir do estudo de técnicas com potencial econdmico e de
escalonamento, conforme discutido por Kriftner (1992) e publicado por Naeff 1996. O
composto ativo, soltvel em etanol, foi incorporado passivamente na bicamada lipidica das
vesiculas As primeiras bateladas de lipossomas de lecitina e colesterol obtidas foram
preparadas em um volume de 200 mL. Na primeira etapa foram otimizadas a proporgao
inicial lipidio/fase aquosa e as condigdes para a velocidade de rotagao e de injecdo para a
obtencdo de lipossomas unilamelares com uma estreita distribuicdo de tamanho.
Posteriormente, foram produzidos lotes de vesiculas de até 12 Kg otimizando a preparagio
e sua validacdo como patente (publicada em 1986). Baseado nestes resultados, o processo

foi ampliado para uma escala de até 480 kg. A solugdo orginica de lipidios e o agente
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econazol foi injetada através de uma bomba, capaz de gerar pressdes entre 0,1 € 300 bar e
uma vazio entre 1 e 1000 mL/min, foi dispersa emn um homogenizador que continha a fase
aquosa sob agitagdo (de 1500 até 20.000 rpm). A fase aquosa continha, além da solucio
salina tamponada, agentes preservatives € um agente quelante, uma vez que a veiculagio
das vesiculas seria na forma de gel. Independentemente do volume preparado (10
bateladas), as vesiculas mais estdveis foram obtidas em pH entre 5 ¢ 7 e poderiam ser
aplicadas topicamente sem a necessidade de processos de purificagio. Por esta metodologia
foram obtidas vesiculas unilamelares com didmetros médios entre 151 e 192 nm, e este
tamanho de particula ndo foi influenciado pelo processo de ultracentrifugagdo para a
remogdo do farmaco nfo encapsulado. A eficiéncia de incorporagdo de econazol nos
lipossomas, sempre superior a 90%, o tamanho das vesiculas e a sua estabilidade foram
controladas e reprodutiveis na escala industrial. As avaliagbes em seres humanos da
formulacdo obtida na forma de gel (estdvel por 2 anos a temperatura entre 15 e 25 °C)
mostraram que o “Pevaryl® lipogel” incrementou a eficicia do composto ativo e diminui o
tempo de tratamento normalmente usado. A administracdo da suspensdo lipossomal de
econazol uma vez por dia teve o mesmo efeito que a aplicagdo duas vezes por dia do

farmaco em creme.

A tioguanina, um quimioterapéutico empregado no tratamento de leucemia, foi
encapsulada em lipossomas preparados pelo método de injeciio de etanol com didmetros
médios variando de 50 a 70 nm (Foradada e Estelrich, 1995). Vérias concentragdes iniciais
de farmaco (0,01; 0,1 ¢ 1 mmol/L) no solvente orginico e trés condicdes de pH (4,7; 74 e
9,2) foram testadas no estudo. Os autores atingiram valores de eficiéncia de encapsulacdo
méxima de 3 mmol/mol de lipidio no pH de 4,7, correspondente ao pH no qual o composto
apresentou um maior coeficiente de particdo, independentemente da concentragéo inicial de
composto terapéutico. Para os outros valores de pH os valores méximos de eficiéncias

foram mais de 50% menores que os obtidos para o pH mais baixo.

No trabalho publicado por Szoka (1996) na forma de patente, lipossomas de
fosfatidilcolina de ovo e colesterol (EPC/Col) foram preparados a partir da metodologia de
injecdo de etanol, estudando-se o efeito de diversas varidveis nas caracteristicas finais das
vesiculas lipidicas. Entre as varidveis estudadas pelo autor foram incluidas a agitacdo, a

vazio de injecdo da solucdo orghnica, os volumes de injecdio e de fase aquosa, a
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concentracdo de etanol, a temperatura, a concentracéo lipidica e o tipo de solvente orgénico
empregado. No trabalho comprovou-se que os didmetros médios das vesiculas preparadas
sem agitagdo poderiam ser até duas vezes maiores que os didmetros obtidos com a fase
aquosa agitada. Um aumento na agitagio (de 100 até 250 rpm) provocou uma diminuicio
nos didmetros médios das vesiculas obtidas, os quais permaneceram praticamente
constantes para 0s outros valores de agitac@o estudados (de 250 até 750 rpm). A vazdo de
injecdo teve uma influéncia menos significativa nesta caracteristica, uma vez que o
didmetro médio dos lipossomas preparados foi pouco afetado com um aumento na vazao de
injecdo de 0,4 a 6,0 mL/min. Com o aumento do volume da fase organica e um aumento da
concentracio de lipidios (de 40 a 121 mmol/L), o didmetro das vesiculas apresentou um
incremento (de 83 a 690 nm) associado também a um aumento na polidispersdo das
medidas realizadas por espalhamento de luz. Este comportamento foi oposto ao apresentado

quando do aumento em 2,5 vezes do volume da fase aquosa.

Neste trabalho (Szoka, 1996) também foi realizado um estudo referente ao efeito
do tipo ¢ concentragdo final de solvente no didmetro das vesiculas lipidicas, concluindo-se
que esta varidvel tem uma influéncia significativa no didmetro dos lipossomas. Vesiculas
obtidas a partir de misturas de dimetilsulféxido (DMSO) e etanol em uma razio molar de
7,5:1 apresentaram didmetros médios menores (93 nm), quando comparados ¢om o0
didmetro de 483 nin obtidos para os lipossomas obtidos na mesma concentracio lipidica e
dissolvidos em etanol puro. Misturas de diferentes solventes com DMSO resultaram em
variacGes nos didmetros das vesiculas. O autor observou também que um incremento na
temperatura da fase aquosa (de 30 a 80 °C) teve um modesto efeito nas medidas dos
difmetros das vesiculas obtidas. Baseado nestes resultados, o autor selecionou como as
melhores condigdes operacionais, uma vazac de injecdo entre 2 e 6 ml/min, uma

temperatura da fase aquosa de 30 °C e uma agitacéio de 750 rpm.

Vorauer-Uhl e col. (2001) prepararam  vesiculas  lipidicas de
distearoilfosfatidilcolina (DSPC), colesterol (Col) e estearilamina em uma razdo molar de
7:2:1 em condicOes estéreis pela metodologia de injecfo de etanol proposta por Batzri e
Korn (1973). Lipossomas obtidos com didmetros médios de 200 a 300 nm encapsularam
passivamente a enzima humana recombinante Cu/Zn superéxido dismutase, com valores de

encapsulacdo de até 25 ug de enzima/ig de DSPC. Esta enzima, empregada na terapia
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sistémica de processos inflamatérios, apresenta na sua forma livre uma reduzida penetragio
através da pele, limitando sua terapia as zonas periféricas. Com a administragio in vivo
(coelhos albinos) do gel (1% de Carbopogel 980NF, Goodrich-Bélgica) de lipossomas
contendo este agente terapéutico, o tamanhc das lesdes e a necrose foram
significativamente reduzidos quando comparados com ensaios controle, provavelmente
pela maior penetracdo e pela liberacdo controlada do farmaco. Este resultado foi
corroborado pelo aumento do tempo de disponibilidade biolégica do composto terapéutico,

de 10 minutos na forma livre, para 36 horas quando de sua aplicacéo encapsulado.

Em 2002 Domazou e Luisi estudaram a distribuicio de tamanhos e o didmetro
médio de vesiculas lipidicas obtidas pela metodologia de injecio de etanol. Os lipossomas
foram preparados a partir de vérias soluges orgénicas de lipidio (etanol, metanol, PEG
200, 2-3-butanediol e 1,2-propanediol). Os estudos foram realizados avaliando-se a
influéncia da concentragdo lipidica no solvente metanol (entre 10 ¢ 100 mmol/L), a
concentracgdo final de lipfdio {(entre 0,05 e 2,5 mmol/L) e a porcentagem final de solvente
na suspensao (entre 0,14 ¢ 8%) na distribuicdo de tamanhos obtida. Para os outros solventes
a concentragdo lipidica foi fixada em 25 mmol/L, a concentracio lipidica final na fase
aquosa em 0,5 mmol/L. e a porcentagem de solvente em 2%. Quando baixas concentracdes
de lipidio tanto na fase orgénica como na fase aquosa sfo estabelecidas (concentragio
lipidica em metanol menores ou iguais a 25 mmol/L), os lipossomas obtidos apresentam
uma distribuicdo monomodal de tamanhos, com didmetros entre 40 e 70nm. As suspensdes
diluidas de vesiculas mantiveram suas distribuigdes monomodais apOs processos de
concentracdo. A altas concentracdes lipidicas, lipossomas de até 500 nm de didmetro médio

podem ser obtidos.

Wagner e col. (2002) desenvolveram uma metodologia baseada nos principios do
método de inje¢do de etanol que permitia a produgio continua de bateladas com viarios
mililitros até vérios litros de lipossomas compostos de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e
Col incorporando passivamente uma enzima recombinante hidrofilica de alta massa
molecular (33 kDa). A principal caracteristica desta metodologia era a unidade de injecdo
do fluxo em contra corrente da soluc@o orgénica de lipidios que estava contida em um
recipiente pressurizado, cujo tubo de saida com um didmetro de 250 pum foi soldado

transversalmente ao tubo de safda do sistema de bombeamento da solugdo protéica. A
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mistura de lipidios e a solugiio aquosa de proteina se encontravam dissolvidas a 55 °C e a
pressdo empregada na injecdo foi de 2,5 bar. Apds a formacdo, as vesiculas eram
imediatamente diluidas em tamp#o sob agitacdo. A concentragio final de etanol na
suspensdo nao excedeu 7,5%. Os autores obtiveram eficiéncias de encapsulacio entre 25 ¢
27% nas quatro bateladas de vesiculas preparadas com diferentes concentragdes iniciais de
proteina ¢ os didmetros médios dos lipossomas preparados variaram de 270 a 2970 nm. Os
autores destacaram que a metodologia empregada mostrou-se altamente factivel para a
produgdo de material para uso clinico, obtendo-se resultados reprodutiveis e relativamente

répidos.

Assim, apesar das limitagdes do método de preparacdo das vesiculas lipidicas por
injecdo de etanol, esta abordagem mostra-se interessante e factivel para diversas aplicagdes

terapéuticas.

3.5. Estabilizacdo de Vesiculas Lipidicas por Liofilizacdo

Embora os lipossomas sejam considerados hoje um dos mais importantes sistemas
de liberacio de compostos terapéuticos, para que estas vesiculas lipidicas possam ser
utilizadas na terapéutica da tuberculose ou de qualquer outra doenga € necessério vencer
um problema comum que elas apresentam: a instabilidade fisica e quimica das formulagdes
liquidas durante sua estocagem. Esta instabilidade das wvesiculas lipidicas pode ser
manifestada principalmente pela rdpida agregacdo das nanoparticulas, pela liberagdo
indesejavel do material encapsulado ou pela degradacdo quimica de seus principais

componenies.

A estabilidade das vesiculas lipidicas pode ser dividida nos tipos: fisica, quimica e
bioldgica, as quais geralmente se encontram inter-relacionadas. Na Tabela 3.4 sdo
ilustrados os principais pardmetros relacionados com estas estabilidades das preparagbes de

lipossomas.

A estabilidade de produtos farmacéuticos e cosméticos encapsulados €

determinada pela estabilidade fisico-quimica dos lipossomas, como uniformidade na
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distribuic@o de tamanho, eficiéncia de encapsulacio e a capacidade de evitar a degradagéo
de seus componentes. Otimizando-se a distribuicio de tamanho, o pH ¢ a forca idnica, e
com a adi¢do de antioxidantes, as formulacOes de lipossomas podem ser estdveis durante
anos. Por outro lado, a adigdo de crioprotetores adequados permite sua estocagem nas
formas congelada e liofilizada. A estabilidade biolégica depende da presenca de agentes

que possarn interagir com as vesiculas lipidicas.

Tabela 3.4 - Principais pardmetros relacionados com a estabilidade das formulacoes

lipidicas (adaptado de Braun e col., 1992).

Instabilidade Causas provaveis

Liberacio de compostos hidrofilicos
Fisica Influéncia da composicao lipidica

Influéncia da técnica de preparacio

Oxidacao dos lipidios insaturados
Quimica Hidrélise dos lipidios

Degradacio dos compostos encapsulados

Contaminacdo bacteriana
Microbiolégica InteragGes com preservativos

Influéncia da técnica de preparacio

As vesiculas lipidicas podem também ser armazenadas na forma de pé liofilizado a

ser reconstituido imediatamente antes da sua utilizacio.

O processo de liofilizagho € capaz de conferir ao produto caracteristicas que o
tornam mais estdvel quimicamente e que, portanto, conservam, por um perfodo de tempo
prolongado, as caracteristicas indispensdveis a um produto farmacéutico, desde que sempre
seja armazenado sob condi¢bes adequadas. Este processo desempenha hoje um papel de

grande importancia na tecnologia de medicamentos.
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Amplamente usada na industria farmacéutica, a liofilizagiio tem sido sugerida por
alguns pesquisadores como um processo bastante Gtil no aumento da estabilidade de
nanoparticulas ou lipossomas (Suzuki e col., 1996, Zingel e col., 1996; Cavalli e col., 1997,
Schwarz ¢ Mehnert, 1997; Peer e Margalit, 2000; Joshi e Misra, 2001a; Joshi ¢ Misra,
2001b e Konan e col., 2002). Sendo a liofilizacio capaz de dar aos produtos caracteristicas
muito desejdveis quando se tratando de preparacOes farmacéuticas, tais como a
solubilidade, a estabilidade e a integridade, pode-se afirmar que esta técnica tem um valor
muito grande, quando se fala em tecnologia farmacéutica, sendo que vdrios farmacos
disponiveis comercialmente e que estdo sendo lancados recentemente sfo geralmente

apresentados na forma de liofilizados.

As vantagens da liofilizacio de produtos farmacéuticos devem-se a diversas razdes
(Avis e Wu, 1996 e Rey e May, 1999). O processo sempre € conduzido a temperaturas bem
mais baixas do que aquelas exigidas pelos processos comuns de secagem, evitando-se 0s
problemas que podem ser ocasionados pelas altas temperaturas que induzem a degradacéo.
A degradacdo do produto por oxidacdo é reduzida, pois a liofilizacdo processa-se sob
vdcuo, e ap6s a liofilizacdo, o produto apresenta-se com teor de umidade residual muito
baixo. O produto liofilizado reconstitui-se muito rapidamente quando em contato com ©
solvente, sendo que a forma e as caracteristicas do produto final sdo essencialmente as

mesmas das formulacdes originais.

Entretanto, como qualquer processo, a liofilizagdo também apresenta suas
desvantagens. Se por um lado pode-se obter produtos bastante estdveis do ponto de vista
quimico, economicamente devem ser considerados o tempo total requerido no
processamento do material, o elevado custo do equipamento e o gasto emergético.
Paralelamente, outras pesquisas sdo realizadas na tentativa de se amenizar os problemas
que ocorrem em um ciclo de liofilizagdo, tais como agregacio, absor¢do de ar e
modificacio da estrutura da superficie, o que pode dificultar a redispersdo das vesiculas em
meio aquoso {Kreuter, 1983, De Chasteigner e col., 1995 e Allémann e col., 1998). Esses
fatos limitam o uso da liofilizac&o aos produtos considerados muito instdveis e de elevado
custo, muitos dos quais teriam um prazo da validade efémero, se conservados como
solugdes aquosas ou entdo com elevado teor da umidade. E o caso de alguns antibidticos,

vitaminas, vacinas e outros produtos quimicos ou biotecnoldgicos.
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A liofilizagdo € um processo de secagem pelo qual a 4gua contida no produto é
compietamente removida por sublimagfo, ou seja, partindo-se de um material previamente
congelado e submetendo-se a alto vdcuo, a 4dgua passa diretamente do estado sdlido ao

estado de vapor.

Sendo a liofilizacdo um processo de secagem por sublimagio, um determinado
produto, previamente congelado, submetido a determinadas pressfes e temperaturas
inferiores & do ponto triplo no diagrama de fases da dgua (4,58 mmHg e 0,098 °C
respectivamente) poderd perder 4gua por sublimacio, mantendo assim as caracteristicas que
adquiriu quando do seu congelamento. Sabendo-se que a 4gua pura congela a 0 °C, na
liofilizag@o trabalha-se geralmente com temperaturas bem abaixo do ponto triplo, uma vez
que a solugdo a liofilizar pode conter sais dissolvidos que podem provocar um abaixamento

na temperatura de congelamento da amostra.

-

Durante o processo de liofilizacdo € necessdria a utilizagdo de excipientes na
formulacdo de um liofilizado. Estes excipientes usados sdo substéncias farmacologicamente
inertes, que s@o adicionados aos produtos, com duas finalidades principais. A primeira é dar
forma ao liofilizado, ou seja facilitar a formacéo de uma matriz ao redor das nanoparticulas,
promovendo um espagamento entre as mesmas e evitando assim a agregacdo durante o
processo. Entende-se por matriz a massa seca porosa de aproximadamente o mesmo
tamanho do produto congelado resultante do processo de liofilizagdo do produto quando da
sua reconstitui¢fio, no momento de uso. Alids, a grande afinidade pela dgua que o produto
liofilizado apresenta deve-se, em parte, a essa estrutura porosa. Polissacarideos, tais como o
manitol e a lactose, sdo muito utilizados como formadores da matriz em liofilizados
(Schaffazick e col., 2003). A segunda finalidade € isotonizar o produto, e quando se trata de
medicamentos injetdveis, utilizam-se sais inorgénicos, tais como cloreto de sédio, fosfato

de sddio e fosfato de potdssio.

O liofilizador € um equipamento constituido fundamentalmente por uma cémara
de secagem resistente ao vacuo, no qual fica o material a ser liofilizado. Geralmente ela
possui prateleiras onde o produto € disposto em frascos ou até mesmo em bandejas (no caso
de alimentos, principalmente). Possui também um condensador que normalmente encontra-

se ligado a um compressor € a uma bomba de vicuo, que pode ser de difusdo, rotativa ou
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ainda ambas. Esse condensador deve operar a urma temperatura inferior & do produto, o que
€ necessario para que a agua sob forma de vapor, que foi retirada do produto por
sublimacdo, deposite-se sob forma de gelo no condensador. Caso isso ndo ocorra, ©
ambiente se torna saturado, impedindo o curso normal da liofilizacdo. As bombas de
difusio sdo utilizadas nos aparelhos maiores, pois sua capacidade de produzir vicuo é
superior & das bombas rotativas. A pressdo a ser atingida durante a liofilizacdo geralmente

varia de 0,05 mmHg a 2 mmHg (Vila-Jato, 1997).

O primeiro passo a ser dado quando da producdo de produtos terap@uticos
liofilizados € a preparacido da solugdo aquosa do farmaco e dos excipientes que compdem a
férmula. Apés essa operacio, pode-se realizar a esterilizacdo do produto por filtracdo
através de membranas ¢ logo em seguida a solucfo, ja estéril, € envasada em recipientes
adequados sempre semi-abertos. Em seguida, inicia-se a liofilizagdo propriamente dita
habitualmente dividida em wrés etapas, o congelamento da solugfo, a sublimacdo ou

secagem primdria e a secagem secundéria.

#

O congelamento da solucio normalmente € realizado fora do liofilizador,
utilizando-se um equipamento especialmente desenvolvido para esta operagdo. As
ternperaturas necessartas ao congelamento do material podem ser atingidas utilizando-se,

por exemplo, imersio em alcool refrigerado ou em nitrogénio liquido.

Estando o produto convenientemente congelado, os recipientes sido levados entdo
ao liofilizador, no qual, ap6s um periodo de tempo, se for necessdria a estabilizagdo da

temperatura, aplica-se vicuo, dando inicio & sublimacdo da dgua. Ao final desta etapa,

consegue-se retirar do produto grande porte da dgua nele contida.

Na secagem secunddria, a umidade que permanece no produto € entdo reduzida,
utilizando-se secagem pelo calor, sob vécuo, ainda no liofilizador. A umidade residual
geralmente fica abaixo de 1%. Um ciclo completo de liofilizagio pode ser bastante
demorado, alcancando até 48 horas ou mais, conforme o produto. Quando se trata de um

produto estéril, a liofilizagdo € evidentemente realizada em 4reas assépticas, € com 0%

cuidados que se exige para esta forma farmacéutica (Vila-Jato, 1997).

Em 1996, Suzuki e colaboradores publicaram um trabalho no qual estudaram os

efeitos da glicose e outros oligopolimeros (maltose, maltotriose, maltotetraose,
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maltohexaose e maltoheptaose) a uma concentracdo de S0 mmol/L na estabilidade de
lipossomas durante a liofilizacdio, através do monitoramento da retengdo do composto
fluorescente Calceina. A retenc@o deste composto ndo dependeu somente do tipo de aglicar
ou lipidio, mas também da razio molar sacaridio/lipidio. A adicdo de maltose ou
maltotriose a lipossomas de lecitina de ovo levou a uma grande estabilizagdo durante a
liofilizaglo, embora o agticar glicose n&o tenha mostrado estas mesmas caracterfsticas no

Processo.

Zingel e colaboradores (1996) prepararam, pelo método de evaporaciio de etanol,
vesiculas multilamelares compostas basicamente de fosfatidilcolina de soja e colesterol que
encapsularam aproximadamente 35% de um agente monomérico de contraste altamente
soltivel em dgua. Estes lipossomas com didmetro médio de 300 nm foram estabilizados por
umn processo de liofilizaclo e a rehidratacfo das nanoparticulas com uma solugio aquosa de
manitol resultou em maior eficiéncia de encapsuiacio quando comparada as obtidas com as
outras solucdes empregadas. Esta eficiéncia de encapsulacio e o didmetro médio das
vesiculas foram sensiveis ao aumento da concentragio de manitol na solugido de
rehidratacdo. A ressuspensdo dos lipossomas com solugbes de sacarose e KCl ndo se
mostrou tdo efetiva como a rehidratagdo com a solugdo de manitol no aumento da eficiéncia

de encapsulacio.

Em 1997, Schwarz ¢ Mehnert liofilizaram nanoparticulas sélidas de lipidios
obtidas por homogeneizacéio a alta pressdo durante 24 horas a uma temperatura de -25 °C
seguida de uma fase secunddéria de secagem a 20 °C e press@o médxima durante 24 horas. A
reconstitui¢do por agitagfo seguida de sonicagdo do produto congelado mostrou que dos 11
crioprotetores avaliados em diferentes concentra¢des, 08 compostos que mostraram maior
potencial protetor foram a glicose, a manose, a maltose e a trealose. Denire estes
compostos, a trealose a uma concentracio de 15% (m/v) foi o carboidrato mais efetivo
quando avaliado o efeito no didmetro médio destas particulas, embora mudangas no
tamanho das particulas também possam estar associadas a outros parimetros tais como a

velocidade de congelamento das amostras e a metodologia para a rehidratac@o.

Cavalli e colaboradores em 1997 estudaram o efeito da liofilizac@o por 36 horas de

nanoparticulas sélidas em dispersdo de trealose a 2% ou Pluronic F68 a 2% ou ainda em
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dgua destilada, antes e depois da sua esterilizac@o por autoclave a 121 °C por 15 minutos,
necessaria para futuras adminisiracGes intravenosas e oculares. Para os trés tipos de
dispersdes foi apresentado um incremento nos didmetros médios das particulas liofilizadas
e dispersas sob agitacdo mecinica em dgua a uma razdo de 1:25 apds um ano de estocagem.
Os autores supdem que este anmento deva-se & presenga de agregados promovida pelas
condi¢bes do processo de liofilizagdo ou que a concentragio do estabilizante tenha sido
muito baixa para este processo. Para confirmar esta hipétese, as nanoparticulas foram
dispersas em uma solucdo de trealose a 15%, verificando-se um menor aumento no

diametro médio do produto liofilizado redisperso.

Para minimizar os problemas de estabilidade apresentados na incorporagio de
farmacos em lipossomas, principalmente em vesiculas com a superficie modificada, Peer e
Margalit (2000) avaliaram duas novas metodologias, empregando lipossomas com
composicdo convencional e bioadesivas com a superficie modificada com 4cido
hialurdnico. Uma das metodologias consistiu na preparacio das vesiculas lipidicas vazias
(N-lipossomas) e de sua lofilizagio em presenca do composto (na forma livre) a
encapsular. Na outra metodologia, os dois tipos de lipossomas liofilizados foram
posteriormente reconstituidos através da hidratagio com uma solucio aguosa do farmaco a
ser incorporado, como tradicionalmente realizado (T-lipossomas). Todas as vesiculas
lipidicas compostas principalmente de fosfatidilcolina de soja foram congeladas a —80 °C
por até 4 horas e liofilizadas durante 48 horas. Cinco compostos foram encapsulados nos
dois tipos de lipossomas (fluoresceina, sacarose, histidina, mitomicina C e cloranfenicol)
pelas duas metodologias. Os valores de eficiéncias de encapsulagdo obtidos pelas duas
metodologias para as vesiculas regulares e as estericamente modificadas ficaram entre 10 ¢
90% e com excegdo da sacarose, para todos OS outros compostos, as eficiéncias de
encapsulagdo obtidas pela nova metodologia foram superiores ou iguais is obtidas nos

lipossomas rehidratados com a solucdo aquosa do composto.

Joshi ¢ Misra (2001a) formularam e caracterizaram um pé liofilizado e inaldvel de
lipossomas encapsulando o antihistaminico fumarato de cetotifeno. As vesiculas
multilamelares de fosfatidilcolina de ovo e colesterol foram preparadas através da
hidratacio do filme lipidico seco com tampdo fosfato a pH 7,4 contendo 1 mmol/L de

EDTA e 100 mmoV/L do crioprotetor (lactose, maltose, sacarose ou dextrose) seguida de
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sonicacio. A dispersdo formada foi convenientemente diluida até se obter uma razéo molar
lipidio/agiicar de 1/12, as vesiculas lipidicas foram congeladas a 70 °C e secas a vacuo
durante 24 horas. A quantidade de composto retido nas vesiculas ap6s sua incorporagéo foi
determninada depois da liofilizac@io e rehidratacfo dos lipossomas. Os resultados revelaram
que a sacarose permitiu uma retencio significativamente maior do antihistaminico quando
comparada com ©s outros acdcares. Quando as vesiculas foram liofilizadas na presenca de
vérias concentragdes de sacarose, verificou-se que a porcentagem de composto teraputico
retido apds a rehidratagio foi dependente desta concentra¢io. Em uma concentragdo de
sacarose de 500 mmol/L foi verificada também a influéncia da variagiio na razfio méssica
lipidio/agticar, verificando-se que estas variagdes eram também importantes na retengio do

farmaco inicialmente encapsulado.

Konan ¢ col. (2002) estudaram o efeito de vérios crioprotetores tais como trealose,
lactose, manitol e glicose no didmetro médio de nanoparticulas. Os pesquisadores
comprovaram que as particulas liofilizadas sem o crioprotetor mostraram uma grande
agregacdo quando comparadas as amostras desidratadas na presenca dos acicares. Para
todos os agticares testados foi evidenciada a pouca agregacdo das vesiculas apds sua
hidratacdo por agitacdo manual durante 30 segundos, embora na amostra contendo glicose
o liofilizado ndo se tenha mostrado expandido e estdvel em prateleira. Em adic¢io, todas as
particulas liofilizadas mostraram-se muito higroscOpicas, o que implica em adotar

condicdes favordveis de estocagem para evitar a umnidificacio das misturas.

Estes trabalhos mostram que no processo de liofilizacdo de lipossomas ou
nanoparticulas € sempre recomendada a adi¢do de agticares estabilizantes para garantir uma
maior estabilizacdo durante o processo e apés a rehidratacio. Esta adic@o de crioprotetores
também pode influenciar a eficiéncia de encapsulacio de compostos terapéuticos nos
lipossomas e, em alguns casos, esta eficiéncia poderia ser semsfvel ao aumento da
concentragdo de polissacaridio na solucdo. Também foi verificado que a presenca de
estabilizantes e as variagOes nas suas concentracdes podem ser fatores importantes na

retengdo de farmacos inicialmente encapsulados nas nanoparticulas.
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3.6. Aplicacdo de Sistemas Liberadores de Fdrmacos na Terapia da Tuberculose

A toxicidade, sobretudo renal e hepatica, e a escassa margem terapéutica sao os
principais inconvenientes dos firmacos geralmente usados na terapia da tuberculose. Para
melhorar a falta de especificidade destes compostos terapéuticos, tem-se proposto uma série
de procedimentos relativamente sofisticados, dentre os quais se encontram a utilizacdo de
transportadores com interacio seletiva sobre os alvos e que produzam uma liberacdo

controlada, como as formulagdes em lipossomas.

No atual quadro epidemioldgico, a busca por novas alternativas para a
administracdo de farmacos e vacinas levou vérios grupos de pesquisa a aplicar a tecnologia
da liberagdo controlada de firmacos na terapia da tuberculose (Vladimirski e col., 1980,
1983; Viadimirski e Ladigina, 1982; Gay e col., 1984; Orozco e col., 1986, 1990; Heifets e
Lindholm-Levy, 1987; Saito ¢ Tomioka, 1989; Gonzalez-Tothi, 1991; Kurunov, 1992;
Kurunov e col., 1995; Metha e col., 1993; Wong e col., 1993, 1995; Agarwal e col., 1994;
Koga e col., 1994; Yu-Kyoung e Straubinger, 1995 e Parampal e col., 1997). Trabalhos
enfocando antibidticos encapsulados em lipossomas para o tratamento de infecgbes com
outras micobactérias sao também relatados na literatura (Bermudez e col., 1990; Fresta e

col., 1995 e Nelson ¢ Richardson, 1997).

O uso de lipossomas como um novo sistema na liberacdo controlada de farmacos
fundamentou-se no fato que estes sistemas apresentam baixa toxicidade e imunogenicidade,
sendo sistemas biocompativeis € biodegraddveis, e por permitirem a encapsulagio de
diferentes tipos de compostos. Além disto, estas vesiculas poderiam modificar a rota de
administragdo, reduzir a dosagem, o nimero e a intensidade dos efeitos colaterais dos

farmacos livres, conforme ja discutido anteriormente.

Estes sistemas lipossomais poderiam também ser administrados por aplicacio
topica (efeito local) na pele e mucosas, por aplicagdo sistémica em tecidos internos, em
tecidos que se comunicam com o exterior (aparelho gastro-intestinal: retal, oral e
sublingual; e aparelho respiratdrio: alveolar e bronquial), em tecidos interiores que nio se
comunicam com © exterior (intramuscular ¢ subcutinea) e direto a circulagao sistémica

(endovenosa).
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O desenvolvimento da tecnologia de lipossomas para inalagfo (aerosséis), poderia
encontrar grandes aplicacdes no tratamento da tuberculose, uma vez que o sistema receptor
¢ de facil acesso, permitindo a terapia local e sistémica da infecgdo. Esta via permite
também obter rapidamente niveis plasmaticos adequados devido & grande &rea superficial,
ao alto fluxo sangiifneo e 4 delgada membrana que separa os alvéolos da circulagio
sistémica. Estas vesfculas consistern também em uma boa opgdo do ponto de vista de

conforto do paciente quando comparada com outras formas de administragdo tradicionais.

A encapsulagio de farmacos em lipossomas para aplicagio na terapia da
tuberculose tem sido pesquisada por diversos grupos, conforme mencionado anteriormente.

Dentre os trabalhos localizados, destacam-se os descritos a seguir.

Viadimirski e col. (1980, 1983) e Vladimirski e Ladigina (1982) trataram
camundongos por via intravenosa usando os firmacos isoniazida e estreptomicina
encapsulados em vesiculas lipidicas com resultados satisfatérios. A terapia de
camundongos infectados com o M. tuberculosis com lipossomas de dimetro médio entre
40 e 80 nm encapsulando estreptomicina revelou que os lipossomas de lecitina
administrados por via intravenosa foram mais efetivos que o composto livre no
prolongamento da sobrevivéncia dos animais e na redugio do niimero de microrganismos

no bago, mas nao nos pulmdes (Viadimirski e Ladigina, 1982).

Em 1986, Orozco e col. usaram uma combinagdo de rifampicina e isoniazida
encapsulada em lipossomas de fosfatidilcolina e colesterol para o tratamento da tuberculose
por via intravenosa, observando uma melhor eficicia dos farmacos encapsulados quando
comparados com sua forma livre. Similarmente, os férmacos amikacina (Cynamon e col,,
1989), rifampicina (Saito e Tomioka, 1989) e gentamicina (Nightingale e col., 1993)
demonstraram maior eficiéncia quando encapsulados em lipossomas e administrados

também por via intravenosa.

Metha e col. (1993) incorporaram vérios agentes potencialmente antimicrobianos
(aclacinomicina, clorpromazina, bafilomicina, cerulenina, resorcinomicina, azalomicina,
clofazimina, lantiopeptina, kanamicina, sparfloxacina, pirodotriazina, rifampicina,
roxitromicina) em lipossomas multilamelares de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e

dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). As vesiculas preparadas pelo método de hidratagio do
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filme lipidico seco permitiram obter eficiéncias de encapsulag@io variando de 62 até 100%.
Quando comparadas as atividades antibacterianas in vitro destes compostos em sua forma
livre e encapsulada em lipossomas, os resultados mostraram que as atividades foram

mantidas depois que os farmacos foram incorporados nas vesfculas.

Resultados promissores foram obtidos por Agarwal e col. (1994) para o uso de
lipossomas (preparados por hidratagiio do filme lipidico seco seguido de sonicacdo)
constituidos de fosfatidilcolina de ovo encapsulando o agente rifampicina. A atividade
antituberculose dos lipossomas foi aumentada pelo acoplamento de um tetrapeptideo
ativador de macrofagos na superficie das vesiculas. A administragdo intravenosa destes
lipossomas (duas vezes por semana) foi mais efetiva na reduciio do ndmero de bacilos
localizados nos pulmdes de camundongos infectados que o tratamento continuo, levando a
um aumento da efetividade de pelo menos 2.000 vezes em relacio & administracio

intravenosa do farmaco livre.

Em 1994, Bermudez estudou o uso in vitro e in vivo de preparagdes de lipossomas
contendo isoniazida e rifampicina na terapia de infecgdes causadas por micobactérias,
confirmando que os sistemas lipossomas-fArmacos teriam a vantagem de liberar
concentrages mais elevadas dos compostos antimicrobianos nas células infectadas quando

comparados com o fArmaco na forma livre.

Koga e col. (1994) mostraramn que maior eficicia no tratamento da tuberculose em
camundongos ¢ obtida pelo uso de estreptomicina e de amikacina encapsulada em vesiculas
lipidicas que através da administracio dos fdrmacos livres por via intravenosa.
Similarmente, lipossomas associados aos glicosidios asiaticosidio e corcorusina provaram
ter efeito microbicida mais efetivo nas células de M. fuberculosis que os glicosidios em

suas formas livres em solucZo (Medda e col., 1995).

O composto terapéutico ciprofloxacina tem demonstrado bom nivel de atividade
bactericida in vitro para um grande nimero de patdgenos causadores de infeccdes
respiratorias, incluindo o Mycobacterium tuberculosis (Gay e col, 1984; Heifets e
Lindholm-Levy, 1987). Wong e col. (1993 e 1995) descreveram formulacdes de lipossomas

para a encapsulacdo de ciprofioxacina demonstrando que, quando administrados por via
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intranasal a camundongos, resuitavam em retengdes do fdrmaco nos pulmdes

significativamente maiores.

Kurunov e col. (1995) testararn a inalacdo de rifampicina livre e encapsulada em
lipossomas para a terapia de tuberculose, observando que maior eficiéncia foi obtida pela
inalagfo didria dos lipossomas contendo o farmaco. A eficdcia de administragGes didrias e
intermitentes do farmaco antituberculose na forma livre em solugdes aquosas e encapsulado
em lipossomas foi avaliada na terapia de camundongos tuberculosos do tipo BALB/c. Os
melhores efeitos foram obtidos com as inalagdes didrias de farmaco encapsulado em
lipossomas. Apesar do fato de que o regime intermitente para o formaco encapsulado em
lipossomas tenha envolvido uma dosagem menor, sua eficicia n3o foi inferior & terapia
didria corn as solugcdes aquosas do farmaco livre. A alta eficiéncia dos lipossomas diminuiu

as prolongadas persisténcias de altas concentragdes de rifampicina no tecido pulmonar.

Yu-kyoung e col. (1995) pesquisaram formulacdes dos antibidticos ciprofloxacina
e azitromicina encapsulados em lipossomas e testaram suas atividades antibacterianas in
vitro para o M. avium Complex. Ambos os compostos aumentaram a inibicdo do

crescimento intracelular do microrganismo quando encapsulados em lipossomas.

Em 1997, Deol e col. avaliaram a eficiéncia de isoniazida e rifampicina
encapsulada em lipossomas do tipo Stealth (estericamente estabilizados com
polietilenoglicol), em termos da eliminacdio do microrganismo dos dérgdos infectados de
camundongos, sendo esta mais elevada com os farmacos encapsulados do que com os
farmacos livres. A reducio do nlimero de colonias de células nos pulmdes, figado e baco
foi também significativamente superior com o uso dos firmacos encapsulados em
lipossomas e abaixo das concentracbes terapéuticas geralmente usadas. A hepatoxicidade
induzida pelos farmacos encapsulados foi menor que a observada para os compostos livres,

indicando menor toxicidade.

Deol e Khuller (1997), prepararam lipossomas com maior afinidade pelo tecido
pulmonar através da modificacdo da superficie de lipossomas Stealth pela adicdo de O-
stearilamilopectina (O-SAP). Os lipossomas foram estéveis e seu actimulo foi maior nos
pulmdes que no sistema reticuloendotelial de camundongos normais e tuberculosos. In vive,

a administracfo intravenosa destes lipossomas resultou na liberacio lenta e controlada de
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seus contedidos encapsulados. Isomiazida e rifampicina encapsulada nos lipossomas
apresentaram menor toxicidade aos macréfagos peritoneais em comparacio aos firmacos

livres.

Raynaud e col. (1999) estudaram os mecanismos de resisténcia do Mycobacterium
tuberculosis ao antibidtico pirazinamida. Com base em experimentos de difusdo com
vesiculas lipidicas, os autores observaram uma rdpida difusdo do farmaco através das
membranas celulares e um grande efeito terapéutico, concluindo que os mecanismos de

resisténcia residem no fato de que o farmaco livre nfo € suficientemente bem absorvido.

Em 1999, Adams e col. estudaram a eficicia terap@utica da encapsulagdc de
clofazimina em lipossomas. Camundongos infetados com o Mycobacterium tuberculosis
foram expostos as preparacbes de vesiculas lipidicas encapsulando o fdrmaco e ao
composto livre. O tratamento com a dosagem requerida de fiarmaco livre foi ineficiente,
enquanto o uso de 10 doses de composto encapsulado em lipossomas permitiu atingir
respostas significativas na reducio do ndmero de células do microrganismo em todos os
tecidos analisados (pulmoes, figado e rins), sem apresentar efeitos téxicos, Os autores
consideraram o sistema & base de lipossomas eficiente no tratamento da tuberculose,

independentemente do estdgio da infecgéo.

Ajay e Gupta (2000), usaram vesiculas lipfdicas como transportadores de
compostos terapéuticos no tratamento de infeccdes intracelulares, usando lipossomas
modificados estericamente com o ativador de macrofagos Tuftsin. Estes lipossomas
modificados n@o s6 t€m mostrado maior especificidade pelas células do sistema

reticuloendotelial, como também sua atividade natural bactericida é maior.

No trabatho desenvolvido por Lima (2001), a associagdo e liberag@o de isoniazida
¢ pirazinamida em lipossomas convencionais de DSPC:DMPE:Col (40:20:40 mol%), ¢
estericamente estabilizados, Stealth, de DSPC.DMPE:Col:DMPE-PEG (34:20:43:3 mol%)
foi avaliada. Os fdrmacos foram associados is vesiculas lipidicas nas formas livres ou
complexados em ciclodextrinas (oligossacarideos ciclicos). As eficiéncias maximas de
encapsulacdo para a pirazinamida e a isoniazida, para os dois tipos de lipossomas, foram de
14,2% e 10,0%, correspondendo a razdes molares finais firmaco/lipidio de 0,019 ¢ 0,013,

respectivamente. A presenca de PEG aumentou consideravelmente a estabilidade da
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bicamada lipidica destas vesfculas. A administraciio in vitro das vesiculas lipidicas
contendo os compostos terapéuticos contra o bacilo da tuberculosis, demonstrou que a
eficdcia terapéutica dos formacos encapsulados foi compardvel & dos compostos nas formas

livres.

Em um trabalho desenvolvido por Calheiros (2001), vesiculas lipidicas de
SPC:Col (60:40 mol%) preparadas pela metodologia de inje¢io de etanol acoplada a
sonicacdo encapsularam ativamente diferentes agentes tuberculostiticos. As maiores
eficiéncias de encapsulacdo atingidas foram de 16,0%, 2,7% e 19,3% para os farmacos
isoniazida, pirazinamida e estreptomicina, respectivamente. Embora estes valores de
eficiéncias tenham se mostrado razoavelmente baixos, a autora conclui que provavelmente
a administracdo pulmonar destes sistemas melhoraria sua eficicia terapéutica ¢ diminuiria a

toxicidade apresentada pelos farmacos na forma nio encapsulada.

Labana e col. (2002), avaliaram a encapsulacdo de isoniazida e rifampicina em
vesiculas lipidicas do tipo stealth contendo fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol (Col),
dicetilfosfato (DCP) e distearcilfosfatidiletanolamina covalentemente ligada a
polietilenoglicol de massa molecular de 2000 Da (DSPE-PEG). A administragiio
intravenosa em camundongos do sistema liposomal contendo os dois fdrmacos mostrou ter
uma eficcia terapéutica superior ao sistema envolvendo os compostos na forma livre. A
administragdo das vesiculas encapsulando o0s quimioterdpicos atingiu um pico de
concentracio plasmaética as 24 horas apés sua injecfio intravenosa e estes compostos foram
detectados, nos Orgdos dos animais tratados, apds sete dias. Em contraste os firmacos
administrados livremente apresentaram uma concentragdo plasmdtica méxima 15 minutos
apés a inje¢do com uma biodisponibilidade de até€ 48 horas para a isoniazida e de 24 horas

para a rifampicina nos pulmdes e de 48 horas no figado.

Dentre os trabalhos de pesquisas mais recentes relacionados a quimioterapia da
tuberculose empregando sistemas de liberag@o controlada, encontra-se o publicado por
Chambers e col. (2003). Neste trabalho, os autores testararn um sistema vacinal
encapsulado em lipossomas para o tratamento preventivo de tuberculose. O bacilo BCG
derivado do Mycobacterium bovis foi primeiramente inativado com baixas concentracdes

de formol e avaliada a sua ndo viabilidade em camundongos imunodeficientes. Os sistemas
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™ carregados negativamente (Novavax, Inc., MD, USA) permitiram

lipossomais Novasome
a encapsulacio dos bacilos atenuados e sua administracdo subcutdnea em porcos. As
vesiculas lipidicas contendo a vacina foram rapidamente removidas da circulacfo
sanguinea, localizando-se rapidamente e com muita mais efetividade no figado, no bago e
nos pulmdes, que os lipossomas neutros ou positivamente carregados. Os autores
concluiram que a administrag@o de células inativadas da bactéria através de um adjuvante

como, por exemplo os lipossomas, evidenciava uma adequada protecdo terap€utica.

Em 2003, Rodrigues e col. estudaram a localizacdo dos compostos terapéuticos
isoniazida e rifampicina em dois tipos de bicamadas lipidicas através de técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia ¢ de ressondncia magnética nuclear (RMN). Os autores
estudaram dois lipidios com diferentes caracteristicas de hidrofobicidade e carga, a
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e o dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). As vesiculas
foram preparadas pela hidratagiio com tampdo HEPES (pH 7,4) dos filmes secos de lipidios
seguida de extrusdo em membranas de policarbonato com didmetro de 100 nm. A
encapsulacdo ativa dos farmacos nos lipossomas foi levada a cabo durante 30 minutos de
incubacdo a 37 °C. O estudo mostrou caracteristicas fisico- quimicas diferentes para os
tuberculostaticos, sendo que a isoniazida encontra-se neutra no pH fisiolégico ¢ a
rifampicina € parcialmente ionizada neste pH, apresentando 40% de suas moléculas na
forma anidmica. Os coeficientes de particBo dos farmacos nos dois tipos de vesiculas
também foram diferentes. Nos lipossomas de DMPC o coeficiente para a rifampicina foi de
5,09 e para a isoniazida, de 0,84. Nas vesiculas de DMPG, os valores foram de 0,54 e 0,59
para os compostos rifampicina e isoniazida, respectivamente. Estes resultados sado
corroborados pelas analises da RMN, mostrando que a rifampicina apresenta interaces
mais fortes que a isoniazida com as vesiculas de DMPC. Provavelmente este composto
penetra nas bicamadas destes lipossomas, enquanto a isoniazida fique apenas adsorvida na
superficie das vesfculas. Foi comprovado também que estas interagGes ndo provocam

mudangas significativas na estrutura das membranas lipidicas.

Estes trabalhos e seus resultados fundamentam o desenvolvimento de novas
estratégias de rejuvenescimento de farmacos para o tratamento de tuberculose baseadas em
sua encapsulagdo em lipossomas. E importante ressaltar, no entanto, que a literatura é

escassa no que se refere aos estudos enfocando a avaliacdo da eficicia in vivo de fdrmacos
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encapsulados em lipossomas e administrados por inalag@io, no combate a esta doenga.
Também ¢ relevante mencionar que a maior parte destas pesquisas trata da preparacdo das
vesiculas lipidicas em escala laboratorial, nfio enfocando aspectos de escalonamento de sua

produgiio, fundamentais do ponto de vista de aplicacio industrial.

3.7. Aplicacées da Técnica de Nebulizacdo na Administracdo de Lipossomas

Um aumento no indice terapéutico de farmacos pode ser atingido alterando-se
substancialmente sua farmacocinética e biodistribuigdo no organismo. A encapsulacio de
compostos em vesiculas lipidicas possibilitaria o transporte e a deposigio especifica do
farmaco através de vdrias rotas, incluindo a via pulmonar. A administracdo por inalacdo ou
nebulizacdo, diretamente aos pulmdes, diminuiria os riscos e a ineficiéncia das terapias
convencionais utilizadas para a administracdo dos farmacos em estudo, além de possibilitar

a terapia local e sistémica e aumentar o conforto do paciente.

A nebulizagdo € um método muito utilizado para administracéio de farmacos ¢ na
fluidificacdo de secregOes respiratérias. Esta metodologia favorece a penetracio de
solucbes aquosas ou de compostos terapéuticos no sistema pulmonar, e este mecanismo de
penetracio dos compostos € influenciado diretamente pelo tamanho das particulas. Diversas
pesquisas tém mostrado também que vesiculas depositadas nas vias respiratérias por
nebulizagdo sdo retidas por periodos de tempo maiores (Leung e col. 1996), o que resulta

no prolongamento da presenca do composto terapéutico no sistema.

Existem diversos tipos de nebulizadores comercialmente disponiveis, e suas
caracteristicas constituem fatores importantes que determinam tanto o tamanho do aerossol,
como as caracterfsticas de saida do fluido (McCallion e col., 1996). Estes equipamentos
podem ser classificados em dois tipos em relagio ao mecanismo de nebulizacdo que

utilizam: nebulizadores a jato e nebulizadores ultrassdnicos.

Os nebulizadores a jato utilizam gis comprimido para vaporizar o liquido em
forma de spray. As particulas pequenas abandonam diretamente o nebulizador, enquanto

que as particulas de maior tamanho so retidas por defletores e recicladas ao reservatério do
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liquido. Por outro lado, nos nebulizadores ultrassonicos, o aerossol € gerado através de
vibracdes de alta freqgiiéncia de um cristal piezoelétrico, que produz ondas no fluido,

resultando na formacdo do aerossol.

Apesar de serem relativamente poucos os estudos encontrados sobre a liberagdo
pulmonar de farmacos encapsulados em lipossomas, a grande maioria dos estudos nesta
drea tem sido feita utilizando nebulizadores a jato. Este tipo de equipamento usa gas
comprimido para gerar o aerossol das suspensdes ou solugdes aquosas e, pode causar danos

estruturais em algumas formulages de lipossomas.

Existe uma ampla variedade de nebulizadores a jato, com diferentes tipos de
desempenho quanto ao tamanho da gota de aerossol e ao tempo de nebulizagio, dentre
outras varidveis. As caracteristicas ideais do aerossol dependem de vérios fatores, embora
exista um consenso a respeito de que s3o requeridas particulas nebulizadas com um
tamanho menor ou igual a 5 um para a deposicdo de farmacos nas regides pulmonares mais
profundas (Bridges e Taylor, 2000), embora o alcance de sitios especificos nos pulmdes
pode requer um controle mais preciso do tamanho da partfcula. Qutro fator que pode ser
muito importante € a velocidade de saida do aerossol. Para sistemas de lipossomas
nebulizados deve-se considerar também outras propriedades, por exemplo, o tamanho
médio das vesiculas que pode intervir na estabilidade do lipossoma e esta, na retencio do

material encapsulado.

Geralmente, particulas com diémetros entre 0,1 ¢ 1 um podem ser projetadas para
transportar compostos terapéuticos até os alvéolos pulmonares enquanto particulas com
tamanhos entres 1 € 15 um s#o depositadas através de todo o sistema pulmonar. Sistemas
particulados com tamanhos maiores (entre 15 ¢ 20 um) podem geralmente ser retidas na

enirada da garganta ¢ entao engolidas (Lasic, 1993).

Leung e col. (1996) analisaram a estabilidade de lipossomas multilamelares de
fosfatidilcolina de ovo (EPC) ¢ fosfatidilcolina de ovo/colesterol (EPC/Col) no processo de
formagio de aerosol, monitorando o tamanho das vesiculas. O tamanho das particulas
produzidas a partir de vesiculas de EPC foi independente da concentrag@o lipidica.
Contudo, o aumento na concentracio de fosfolipidio e colesterol nas vesiculas de EPC/Col

resultou na diminui¢do no tamanho do aerossol. O tamanho dos lipossomas remanescentes
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no nebulizador teve uma diminuicdc mais acentuada nas vesiculas de EPC, observando-se
umn aomento na estabilidade dos lipossomas quando foi adicionado colesterol. Foi
observada a existéncia de uma relac@o direta entre o tamanho das vesiculas depositadas ¢ o

tamanho do aerossol produzido em cada etapa.

Em 1997 Conley e col. avaliaram o uso de 12 tipos comerciais de nebulizadores
para a liberacdo de ciprofloxacina encapsulada em lipossomas e tomando como base seus
melhores resultados, foi usada ciprofloxacina encapsulada em lipossomas na forma de
aerosol para 0 tratamento de camundongos infectados com doses letais de Francisella
tularensis. Todos os animais tratados com o aerossol de lipossomas encapsulando o
farmaco sobreviveram & infecgdo, mas os camundongos tratados ou nao com o composto

terap€utico livre, sucumbiram i infeccdo.

Taylor e McCallion (1997), estudaram os fatores que determinam o tamanho do
aerossol e a liberacdo de materiais terapluticos por nebulizacio ultrassnica. Neste
trabalho, foi descrito o mecanismo de formagio do aerossol, bem como a taxa de libera¢do
do material terap€utico. Os autores verificaram que as caracteristicas do nebulizador
ultrassénico sdo determinantes no tarnanho do aerossol e na taxa de liberagdo do composto
terapéutico. Neste contexto, explicaram que os nebulizadores ultrassonicos produziam

particulas e velocidades de safda do fluido maiores que os nebulizadores a jato.

As propriedades fisico-quimicas das solugdes podem afetar significativamente o
desempenho da nebulizacdo, sendo a viscosidade particularmente uma das mais
importantes, umna vez que um incremento desta pode aumentar o tamanho do aerossol, mas
conseqiientemente tende a reduzir a deposicdo. Desta forma, € muito importante levar
sempre em consideracao que fluidos com altas viscosidades ndo podem ser nebulizados de
uma forma totalmente eficiente. Também ¢é importante considerar que durante a
nebulizacdo a temperatura do fluido no reservatério aumenta, o que poderia resultar na
degradacdo de compostos sensiveis ao calor, incluindo a fusdo de lipossomas, embora

materiais potencialmente termosensiveis, como proteinas ¢ lipossomas, tenham sido

liberados satisfatoriamente por esta metodologia.

Waldrep e col. (1998) comentaram a existénecia de diversos fatores que

determinam a eficdcia terapéutica de formulacbes de aerossol, considerando também
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importantes as caracteristicas e as condigdes de operagdo dos nebulizadores, posto que um
inadequado uso do equipamento ou dos procedimentos pode afetar o tamanho das particulas
(aerossol) e também as doses inaladas. Os autores consideram de importincia critica a
formulacdo do sistemna material terapéutico/lipossoma devido a gue esta pode influenciar a
eficiéncia de saida do aerossol bem como as suas propriedades aerodinmicas. Neste
contexto, 0s autores estudaram a eficicia terapéutica de aerossdis a partir da preparacio de
lipossomas com elevadas doses de compostos terapéuticos imunossupressivos e
antiinflamatdrios. Os resultados mostraram que um incremento da concentracio
farmaco/lipossoma reduziu a massa nebulizada, provocou um incremento na viscosidade
aparente do material e uma diminui¢do na tensdo superficial. Entretanto, os autores néo
verificaram nenhuma correlagiio entre estes parAmetros e a velocidade de saida do

composto terapéutico.

Em 1998 Bridges e Taylor estudaram a nebulizacio de suspensdes de lipossomas
multilamelares usando nebulizadores a jato e ultrassdnicos. Foi observado que o tamanho
das particulas de aerossol geradas (medidas por difracfo de raio laser) era influenciado pela
concentrag@o fosfolipidica das preparagdes, principalmente para os nebulizadores a jato, e
pelo tipo de nebulizador utilizado, o que pode ser atribuido &s mudangas na viscosidade do
fluido. O tamanho do aerossel foi independente do tamanho das vesiculas e da composigdo
das bicamadas lipidicas. Os dois tipos de nebulizadores produziram alteracdes na estrutura
dos lipossomas, e particularmente observou-se uma redugdo do tamanho das vesiculas.
Lipossomas de fosfatidilcolina de ovo apresentaram rompimento intenso durante sua
nebulizacao, embora a inclusio de colesterol ou de fosfolipidios com elevadas temperaturas
de transi¢io de fases, como a dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) nas bicamadas das
vesiculas lipidicas tenha provocado uma maior resisténcia as forcas de ruptura as guais os

lipossomas sdo expostos durante a nebulizacdo a jato ou ultrassonica.

Finlay ¢ Wong (1998), nebulizaram ciprofloxacina encapsulada em lipossomas
(22,2 mg de ciprofloxacina/mL) em 23 nebulizadores de cinco tipos diferentes. Os autores
utilizaram um simulador de respiracdo para inalar o aerossol gerado (com um volume de
0,75 L e uma taxa de inalacdo de 0.3 L/s) o qual foi caracterizado pelo tamanho das
particulas e pela eficiéneia de retencio do firmaco no aerossol inalado. Os autores

observaram diferentes porcentagens de farmaco encapsulado efetivamente depositado nos
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pulmdes, e estas diferengas estavam relacionadas aos tipos de equipamentos utilizados.

Saari e col. (1999), estudaram a distribuicio pulmonar € a liberacio de
dipropionato de beclometasona incorporade em lipossomas de dilauroilfosfatidilcolina
(DLPC) e DPPC. Foi empregado um nebulizador a jato e ambos os aerosséis de lipossomas
tiveram tamanhos satisfatérios (didmetro aerodindmico médio de 1,3 pm), permitindo
conseqiientemente uma adequada deposicdo pulmonar. Porém, na massa liberada do
composto houve uma diferenga relativamente grande entre as vesiculas de DLPC e as de
DPPC, de 11,4 ug e 3,1 ug de farmaco respectivamente. Os autores observaram em ambos
os lipossomas a liberagdo progressiva de composto terapéutico 24 horas depois da inalacio,
sendo que 79 e 83% do firmaco encapsulado nos lipossomas de DLPC e de DPPC
respectivamente permaneceram nos pulmdes. Desta forma, houve uma liberagdo do
farmaco ligeiramente mais lenta nos lipossomas inalados de DPPC. Os autores concluiram
que ambas as formulacdes de lipossomas foram satisfatérias para a nebulizagio, embora
nuvens de aerossol tenham sido mais eficientemente obtidas a partir das vesfculas lipidicas

de DLPC.

Bridges ¢ Taylor (2000), realizaram um estudo para determinar os fatores que
influenciaram a nebulizagio a jato de lipossomas multilamelares de fosfatidilcolina de ovo
preparados com € sem colesterol. Os autores utilizaram quatro tipos de nebulizadores e
observaram que o tamanho das particulas de aerossol das suspensdes foi independente do
tamanho médio dos lipossomas e da composigio da bicamada lipidica. Embora um
incremento na concentracdo fosfolipidica tenha causado um aumento no tamanho médio do
aerossol, este efeito foi também dependente do tipo de nebulizador utilizado. Este
incremento na concentracao lipidica também provocou uma reducio na velocidade de saida

das particulas.

De modo geral os trabalhos abordados enfocam diversos aspectos relacionados
com a nebulizacdo de compostos associados a vesiculas lipidicas. Estes estudos tém
demonstrado que a encapsulagio de farmacos em lipossomas para administra¢cdo pulmonar
pode produzir uma absor¢do modulada, resultando em agdes localizadas dos farmacos no
sistema respiratério, um prolongamento da presenca do composto na circulagio e uma

diminuicdo dos efeitos sistémicos dos compostos (Bridges e Taylor, 1998). A literatura
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consultada mostra também que nd@o hé definigfo clara sobre o tamanho de vesicula lipidica
étimo para a nebulizagio, e sim uma faixa relativamente grande (de 0,1 um a 0,5 pm) para
as particulas nebulizadas atingirem eficientemente os alvéolos pulmonares. As pesquisas
tarnbém demonstram a necessidade de uma grande estabilidade e resisténcia das vesiculas a
serem nebulizadas, o que poderia ser obtido aumentando-se a rigidez das bicamadas
lipidicas (pela adicdo de colesterol) ou através do uso de fosfolipidios com altas
temperaturas de transicio de fases (como o DPPC, a distearoilfosfatidilcolina e a

fosfatidilcolina de soja).

Desta forma, o presente trabalho enfocou a obtencdo de vesiculas lipidicas ou
lipossomas por metodologia escalondvel como a injec@o de etanol, com didmetros da ordem
de 100 nm, preparados a partir de matéria-prima de custo relativamente reduzido como a
fosfatidilcolina de soja para a administracio por inalagdo dos agentes tuberculostiticos

pirazinamida, isoniazida, rifampicina e kanamicina.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOLOGIA

4.1. Materiais

Os compostos terapéuticos (com pureza minima de 99%) estreptomicina,
isonazida (4cido isonicotinico), kanamicina e pirazinamida, o firmaco rifampicina (com
pureza minima de 95%), o agente tamponante HEPES (com pureza minima de 99,5%), os
fosfolipidios empregados (com pureza aproximada de 99%) L-o-fosfatidilcolina de ovo
(EPC), L-o-distearoilfosfatidilcolina (DSPC), L-a-dimiriesfosfatidiletanclamina (DMPE),
L-a-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e L-a-dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), o lipidio
colesterol (Col., com pureza minima de 99%), o solvente orginico metanol, os detergentes
Triton X-100 reduzido e Triton X-100, o gel cromatogréfico Sephadex G-50, a solugiio de
dcido 2,4,6 trinitrobenzenossulfénico (TNBS) a 5% m/v, o 4cido cloridrico (HCI), o acido
citrico e o bicarbonato de sédio (com pureza minima de 99,5%) foram obtidos da Sigma
Chemical Company, EUA. O farmaco liofilizado doxorrubicina foi obtido da Pharmacia,
Itilia. A fosfatidilcolina de soja Epikuron 200SH (SPC, com pureza de 98%) de qualidade
farmacéutica foi obtida da Lucas Meyer Co, Alemanha. O solvente orginico cloroférmio, o
perdxido de hidrogénio a 30%, o 1-octanol e o carbonato de sédio foram obtidos da Merck,
Alemanha. O 4cido sulfirico (10 N) foi obtido da Quimica Especializada Erich Ltda, Brasil
e o monofosfato de sédio hidratado da Baker Analised Reagent, EUA. O solvente orgénico
etanol (a 99,5° GL) foi obtido da Ecibra, Brasil. O 4cido ascérbico, o cloreto de sédio
(NaCl), o manitol, a sacarose ¢ 0 molibdato de amdnio foram obtidos da Synth, Brasil. O
hidréxido de sédio (NaOH) empregado foi da Vetec Quimica Ltda, Brasil. Todos os
reagentes apresentavam qualidade analitica certificada, com pureza minima de 99%. A

dgua utilizada foi sempre destilada e purificada em sisterna Milli-Q da Millipore, Brasil.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Obtencfio das Isotermas de Langmuir-Blodgett dos Lipidios DSPC, Colesterol ¢
SPC

A tendéncia das moléculas anfifilicas de se organizar quando dispersas em uma
interface ar-dgua quando em baixas concentragdes, € formar um filme monomolecular. O
estudo das isotermas de Langmuir-Blogdett dos lipidios e suas misturas (DSPC/Col ou
SPC/Col a 60:40 mol%} foi realizado para se obter indicios da forma pela qual tais
moléculas se apresentariam na bicamada lipidica dos lipossomas e determinar a drea média
ocupada por molécula de lipidio para as vesiculas compostas por estas duas rnisturas,
quando sob méxima compressao, o que seria equivalente & condi¢@o de alto empacotamento

molecular.

O equipamento empregado para a obtengdo das isotermas foi uma cuba de
Langmuir-Blodgett tipo 611 da Nima Technology (Coventry, Inglaterra). Antes da
realizac@o dos ensaios foi necessdrio fazer uma cuidadosa limpeza do equipamento com um
papel livre de fibras (Kimberly-Clark) embebido em cloroférmio, a fim de se retirar as
impurezas e particulas presentes na superficie do equipamento. A limpeza foi considerada
adequada quando os valores obtidos de pressdo superficial de 4dgua deionizada foram

inferiores a 0,5 mN/m.

Inicialmente, os lipidios de interesse foram solubilizados em cloroférmio (a uma
concentracio de 1 mg/mL). Transferiu-se entio, um volume conhecido de
aproximadamente 50 pl. da solugdo lipidica do frasco de armazenamento para a cuba
previamente limpa, preenchida com 4gua deionizada. Esta transferéncia foi realizada com
auxilio de uma microseringa de 100 UL de capacidade. Como o sistema € insoliivel em fase
aquosa, formou-se uma fina camada de material na superficie da mesma. Esperou-se

aproximadamente dois minutos para que houvesse a evaporagdo do solvente organico.
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Um sistema de aquisicho de dados acoplado & cuba registrava, durante o
fechamento das barreiras moveis da cuba, a pressfo superficial em fungdo da drea ocupada

por molécula, e assim foram obtidas as isotermas.

A velocidade de fechamento das barreiras utilizada em todos os experimentos foi
de 100 cm’/min e ndo houve possibilidade de um controle rigoroso da temperatura da
subfase aquosa durante a formagdo do filme de Langmuir-Blolodgett, uma vez que o
equipamento ndo dispunha deste dispositivo. O ambiente foi constantemente refrigerado
por um aparelho condicionador de ar, no entanto, a temperatura dos lipidios e das misturas
lipidicas nfo apresentou um valor constante, oscilando em torno de 20 °C. A isoterma de
Langmuir foi obtida plotando-se a drea ocupada por molécula em fungiio da pressdo

superficial.

4.2.2. Determinacio da Temperatura de Transicio de Fases do SPC por

Microcalorimetria Diferencial de Varredura

O equipamento utilizado para a determinacdo da temperatura de transicdo de fases
da SPC foi um microcalorimetro da Microcal Inc., modelo VP-DSC (USA). Como etapa
preparativa foi realizada a desgaseificagdo da amostra e do tampdo HEPES 10 mmol/L
durante 8 minutos em um banho ultrassénico Branson (modelo 3510). Apds a certificagdo
da limpeza da célula, foi injetado um volume de aproximadamente 0,52 mL de tampdo,
usando uma seringa de vidro de 1 mL de capacidade. Em seguida, foi injetado o mesmo
volume da amostra de interesse na célula de andlise. A inje¢fio foi realizada lentamente para
evitar a formacfo de bolhas na célula, o que poderia comprometer a linha base do

termograma obtido.

Com a realizacdo das medidas de capacidade calorifica das amostras e plotando-se
esta capacidade calorifica (kcal/mol°C) em funcdo da temperatura, foi obtido o termograma

da fosfatidilcolina de soja.
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4.2.3. Determinag¢ado dos Coeficientes de Parti¢io do Farmaco Kanamicina

Os coeficientes de partigdo do farmaco kanamicina em sistemas aquosos/1-octanol
foram determinados com base nos protocolos experimentais descritos por Moraes (1996) e
Justo (1999). Solugdes do composto terapéutico a 0,2 mmol/L. foram preparadas em cinco
tipos de solucdes aquosas: dgua deionizada, solucfio de dcido citrico a 300 mmoV/L pH 4,0 e
pH 7.4, solugdo contendo 10 mmol/L de HEPES a pH 7.4 e solugio de 10 mmol/L. de
HEPES e 120 mmol/L de NaCl a pH 7 4.

As solugOes preparadas foram aquecidas a 30 °C por 10 minutos em um agitador
orbital Lab-Line. Em seguida, uma aliquota de 3 mL de cada uma das solu¢des aquosas foi
misturada em um tubo de ensaio a um volume idéntico de 1-octanol previamente saturado
com dgua deionizada. Apds a mistura, os tubos foram tampados ¢ as amostras foram
homogeneizadas através de 30 inversdes. As amostras foram novamente incubadas a 30 °C
por 30 minutos, em repouso. Amostras das fases aquosas foram entdo coletadas ¢ as

concentragdes de kanamicina foram determinadas.

A concentracdo do composto na fase complementar foi estimada como sendo a
diferenca entre a quantidade originalmente adicionada ao sistema e a quantidade
determinada na fase aquosa. Calculou-se o coeficiente de particdo (P), como a razdo entre
as concentragdes do farmaco na fase hidrofobica e a concentracio na fase aquosa apés a
incubacdo, ndo se levando em conta o composto terapéutico eventualmente acumulado nas

interfaces do sistema. Os ensaios experimentais foram realizados, no minimo, em duplicata.

4.2.4. Preparaciio dos Lipossomas

A preparacdo dos lipossomas foi realizada por dois procedimentos distintos, o
método de hidratacdo do filme lipidico seco (que produz vesiculas multilamelares de
diversos tamanhos) seguido da homogeneizagiio do tamanho das vesiculas por extruséo em
membranas de policarbonato, e o método de injecdo de etanol, que produz vesiculas

lipidicas pequenas e grandes. O objetivo da preparagdo das vesiculas pela primeira
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metodologia foi o de se ter uma referéncia quanto ao processo tradicionalmente empregado,
enfocando a comparagdo dos resultados obtidos pelo método fundamentalmente adotado

neste trabalho, de injecio de etanol.

4.2.4.1. Método de Hidratacdo do Filme Lipidico Seco

Os lipossomas extrudados foram preparados a partir de 60 mol% de

fosfatidilcolina de soja e 40 mol% de colesterol (SPC/Col).

Este método consiste na preparacio de vesiculas multilamelares pelo depdsito de
uma camada fina de lipidios nas paredes de um frasco de vidro de fundo redondo, formada
pela evaporagfio do solvente orgénico no qual os compostos lipidicos estio dissolvidos.
Apds a formacao do filme € adicionada a fase aquosa em excesso, sob constante agitacdo, a
uma temperatura maior que a temperatura de transicdo gel/liquido cristalino dos
fosfolipidios (T¢), fazendo com que os lipidios se desprendam das paredes do frasco e se
agreguem em vesiculas lipfdicas, enquanto encapsulam parte da solu¢io aquosa, ocorrendo

assim a hidratac@o do filme seco. Esta metodologia estd ilustrada na Figura 4.1.

Para a obtengdo de 5 mlL de suspensdo de lipossomas multilamelares com
concentracdes finais totais de lipidios variando de 6,0 a 7.5 mmol/L, inicialmente pesou-se
a massa dos lipidios em balanga analitica da Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., modelo

1.AC 214, Brasil.

Transferiram-se estes lipidios para um frasco de vidro (Pyrex) de fundo redondo
de 50 mlL de capacidade, no qual adicionou-se 5 mL de uma solucio de
cloroférmio/metanol (9:1 v/v), para a solubilizagido dos mesmos. O frasco foi levado a um
evaporador rotatorio da Art Lab, modelo Fisatom 802 (Brasil), com rotac@o de 150 rpm, a
temperatura ambiente, por aproximadamente 20 minutos e depois a temperatura de 65 °C
{controlada pelo banho ultratermostitico Quimis modelo MIO14, Brasil) por mais 15
minutos, Desta forma, o solvente foi evaporado, com a formacio de um filme seco de

lipidios na parede do frasco.
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Solucido aquosa
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Figura 4.1 - Procedimento para a obtencdo de vesiculas unilamelares por hidratacdo do

filme lipidico seco em escala de bancada.

Na etapa seguinte, o filme seco obtido foi hidratado com um volume de 5 mL de
solugdo tampdo HEPES a 10 mmol/l. ¢ pH 7.4 contendo ou ndo o composto terapéutico
solubilizado ou 5 mL de uma solu¢do de 4cido citrico a 300 mmol/L. e pH 4,0 para preparar
as vesiculas que posteriormente seriam usadas na encapsulagdo ativa dos firmacos. A

amostra foi mantida por mais 30 minutos a 65 °C, na mesma rotaggo de 150 rpm.

Por este procedimento foram obtidas vesiculas multilamelares de vérios didmetros,
sendo necessdrio um tratamento posterior para tornd-las unilamelares e com uma

distribuico homogénea de tamanhos.

As vesiculas foram sonicadas, por 10 minutos em banho sonicador Branson
modelo 3510 e posteriormente, foram homogeneizadas por extrusdo. A etapa de extrusio é

baseada na dispersdio forcada de vesiculas multilamelares em membranas com poros de
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tamanho definido, envolvendo o uso de pressdes relativamente elevadas e a uma
temperatura maior que a de transi¢io gel/liquido cristalino dos lipidios. Para o fosfolipidio
SPC, a Tc é de 50,4 °C de acordo com a determinacfio por microcalorimetria (DSC),

enquanto o lipidio colesterol ndo apresenta transicfo de fases.

A etapa de homogeneizacdo do tamanho das vesiculas foi realizada em uma
extrusora de aco inoxiddvel, modelo T. 001 da Lipex Biomembranes Inc. (Canadd). com
capacidade de 10 mL de volume e com um sistema de aquecimento de camisa térmica com
recirculacao de dgua. Foram utilizados um disco de dreno e duas membranas de
policarbonato sobrepostas para a extrusao. O equipamento foi conectado a um cilindro de
nitrogénio, equipado com uma vilvula redutora/reguladora de pressdo, mantida em niveis
entre 2 a 5 Kgflem®. As amostras foram extrudadas através de 15 passagens pelas
membranas, a temperatura de 65 °C, sendo que, para cada nova passagem, a amostra
permanecia em repouso na extrusora por no minimo 3,5 minutos para que se atingisse o
equilibrio térmico (Ribas, 1997). Apds o preparo, os lipossomas foram estocados em

geladeiraa 5 °C.

4.2.4.2. Método de Injecio de Etanol

Este método fol empregado em duas escalas, preparando-se até 10 mL de
lipossomas (escala de bancada) € até 800 mL de vesiculas lipidicas (escala automatizada).
Nos ensaios em escala de bancada, as vesiculas foram preparadas pelo método de injecdo
de etanol a partir de soluges etilicas contendo distintos lipidios na concentragio total de
100 mmol/L, conforme mostrado na Tabela 4.1. As concentragbes dependeramn das
solubilidades méximas dos compostos no solvente orginico. Aliquotas destas solugdes
foram injetadas rapidamente em um béquer imerso em um banho termostdtico a 65 °C
contendo a solucdo aguosa em excesso, na proporcdo volumétrica de 0,5:9,5 (fase

etandlica/fase aquosa), conforme descrito a seguir.

Para preparar as vesiculas lipidicas que seriam utilizadas na incorporagio ativa dos
compostos terap&uticos foi empregada uma solugio aquosa de dcido citrico a 300 mmol/L e
pH 4,0.
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Tabela 4.1 — Composicdes lipidicas empregadas na preparaciio dos lipossomas em escala de

bancada. Foram utilizadas solugdes dos lipidios a 100 mmol/L em etanol.

Composicdo da solugdo de lipidios em etanol Razdo molar (%)
SPC/Col 60/40
EPC/Col 60/40
EPC/Col 70/30
DSPC/Col 60/40
DPPC/Col 60/40
DSPC/Col/DMPE 40/40/20
DPPC/Col/DPPG 55/40/5

Nestes estudos em escala de bancada, a injecdo foi realizada manualmente usando-
se uma seringa de vidro da BD (Brasil) de 3 mL de capacidade, acoplada a uma agulha de
ago inoxiddvel de 10 cm de comprimento e 4 Om de didmetro interno. No momento da
injecdo, o béquer contendo a solugdo aquosa estava imerso no banho sonicador modelo
3510 da Branson, a 65 °C (Figura 4.2).

Com a agulha imersa na respectiva solugao aquosa, as misturas de lipidios ou de
lipidios-rifampicina em etanol foram manualmente injetadas o mais rapidamente possivel
nas solugdes tampdes mencionadas para cada caso. A formacgdo das vesiculas sempre
ocorreu instantaneamente, sendo as amostras em seguida sonicadas durante trés minutos.
Antes e ap0s a etapa de injecdo da solugdo lipidica, a agulha e a tubulagio empregada

foram devidamente lavadas através de trés passagens consecutivas de dlcool etilico a 95%.
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Banho ultrassénico Tampio HEPES a pH 7.4 ou
com controle de tampdo citrato a pH 4,0
temperatura /

‘3 Remogdo do farmaco ndo
incorporado

Lipossomascontendo
o farmaco incorporado

Figura 4.2 - Procedimento para a obtencio de vesiculas unilamelares por inje¢éo de etanol

em escala de bancada.

Apés a obtencdo dos lipossomas com composicdo de DSPC/Col pelo método de
injecdo de etanol, uma aliquota de 5 mL da suspensdo contendo as vesiculas foi submetida
a um processo de congelamento-descongelamento, com a finalidade de melhorar a
distribuicio de solutos na amostra e aumentar o volume aquoso interno capturado nas
vesiculas. O congelamento da amostra foi realizado através de sua imersdo durante 1

minuto em nitrogénio liquido, e o descongelamento foi efetuado em banho termostatico
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Yamato modelo RES52, a 65 °C durante o mesmo periodo. O processo foi repetido por cinco

vezes, segundo procedimento proposto por Mayer e col. (1985).

Nos estudos de ampliagdo de escala, utilizou-se uma bomba seringa Samitronic
modelo ST-670T provida de uma seringa de vidro BD de 50 mL de capacidade e agulha de
aco inoxiddvel de 10 ¢m de comprimento e didmetro de 4 ou 7 pm acoplada 2 tubulacfio de
injecdio. Este sistema permitia a injec8o da solucio organica de lipidios na soluciio aquosa
agitada contida em um vaso cilindrico mantido a uma temperatura constante, a uma altura
aproximada de 5 cm com relacdo a superficie da fase liquida. A agitacdo do sistema foi
efetuada por um agitador mecénico de hélices de aluminio com 6 cm de difmetro. A Figura

4.3 ilustra o esquema do sistema eXxperimental autornatizado, detalhando o elemento de

agitacao.
Agitador
mecanico
Vaso
contendo a
solugdo
aquosa
£

Hélice de 3

Bogxba pés com

Seringa didmetro de

6 cm

Figura 4.3 — Montagem experimental para a preparacdo de vesiculas lipidicas por injecao

de etanol usada nos estudos de ampliacio de escala e o elemento de agita¢io empregado.
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Neste sistema foram estudadas varidveis como a concentracdo inicial de lipidios
(50 a 100 mmol/L), a intensidade de agitagfio da fase aquosa (150 a 650 rpm), a vazdo de
injegfio da solugdo etandlica de lipidios (60 a 300 mi/h) e a temperatura da fase aquosa (30
a 60 °C).

Em todos os procedimentos de preparacdo das vesiculas lipidicas por injego de
etanol, os volumes de solucdo lipidica e de fase aquosa foram estabelecidos de tal forma
que nido se excedeu 5% (em volume) do solvente orginico na suspensdo final de

lipossomas.

4.2.5. Encapsulacio Ativa dos Compostos Terapéuticos

-

Anteriormente a etapa de incorporagiio ativa dos compostos terapéuticos nos
lipossomas obtidos por ambos 0s métodos, estabeleceu-se um gradiente de pH nas vesiculas
lipidicas para que a encapsulacdo dos farmacos pudesse ser efetuada. O gradiente de pH
entre as regides interna e externa aos lipossomas foi estabelecido pela titulacio até pH 7.4
com solucdo de Na;CO; das vesiculas originalmente suspensas na solugio de 4cido citrico a
300 mmol/L. e pH 4,0 ou pela passagem por uma coluna de permeacdo em gel (Sephadex
(3-50) pré-equilibrada com solucfo tampdo a pH 7.4 contendo 10 mmol/L de HEPES, no
caso da encapsulagio dos compostos tuberculostaticos, ou contendo 10 mmol/L de HEPES
e 120 mmol/LL de NaCl, para a incorporagio do farmaco doxorrubicina. As mesmas

solugdes foram empregadas para a eluicdo das vesiculas lipidicas.

Por este procedimento, estabeleceu-se um gradiente de pH da suspensdo de
lipossomas de aproximadamente 3,4 unidades. A existéncia deste gradiente foi comprovada
segundo procedimento padrio para a encapsulacio de doxorrubicina em vesiculas lipidicas
(Mayer e col., 1990). Estabelecido o gradiente de pH, as vesiculas obtidas foram
geralmente usadas para a encapsulacdo dos firmacos dentro de até 72 horas. Esta técnica de

incorporacdo de compostos terapéuticos esta representada na Figura 4.4.

Para a incorporac@o ativa dos compostos terapéuticos, a suspensdo de vesiculas foi

convenientemnente diluida e misturada com as solucGes contendo o farmaco que se desejava
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encapsular solubilizado em tampao HEPES a 10 mmol/L. com pH igual a 7,4, nas diferentes

propor¢bes molares farmaco/lipidio estudadas.

Como a rifampicina € pouco solivel no tampdo usado, realizou-se uma etapa
prévia de recristalizag@io deste férmaco, dissolvendo-se a mesma em cloroférmio/metanol
(9:1 v/v) e evaporando-se 0s solventes em evaporador rotatério a temperatura ambiente, até
que um filme seco do férmaco fosse obtido. Ao filme seco do composto adicionou-se
solucdo tampdo HEPES e a amostra resultante contendo o composto terapéutico solivel foi
incubada com a suspensdo de vesfculas nas mesmas condigdes e propor¢des molares dos

outros farmacos, conforme procedimento por Justo (1999).

3 {4} Firmaco Protonado

Figura 4.4 — Esquema da técnica de encapsulagfo ativa de compostos terapéuticos em
vesiculas lipidicas. (1) Preparacdo dos lipossomas a pH 4,0; (2) estabelecimento do
gradiente de pH: (3) incubag@io dos lipossomas com o farmaco; (4) incorporagio do

farmaco.
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As misturas de vesiculas lipidicas e compostos terapéuticos (10 mL de volume
total) foram incubadas em razdes molares férmaco/lipidio de 0,03 a 1.82 em frascos
Erlenmeyer de 50 mL de capacidade em agitador orbital Lab-line (EUA), a temperaturas
variando de 25 a 60 °C, a uma taxa de agitaciio de 200 rpm por um periodo de 10 a 60

minutos.

Ap6s a incubagdo, as amostras de lipossomas foram resfriadas em banho de dgua &
temperatura ambiente e submetidas aos processos de remogio do composto terap€utico ndo

encapsulado.

4.2.6. Encapsulaciio Passiva dos Compostos Terapéuticos

O composto terap€utico kanamicina foi incorporado passivamente na fase aguosa
das vesiculas lipidicas através da injecéo de uma solugdo de lipidios (SPC/Col) no solvente
etanol (100 mmol/L) em uma solucdo aquosa de tampdo HEPES a 10 mmol/L ¢ pH 7.4

contendo o farmaco.

Foi também preparada uma solugdo de lipidios (SPC/Col) e rifampicina no
solvente organico (100 mmol/L:12,15 mmol/L), para o caso especifico da encaps;llagéo
passiva deste formaco. Os volumes de solugdo fampéo e da solugdo lipidica injetada foram
calculados para que ndo fosse ultrapassada a proporcdo de 5% (em volume) de etanol na

suspensdo final de lipossomas.

Nestes estudos, a injecdo foi realizada manualmente usando-se uma seringa de
vidro de 3 mL de capacidade, com uma agulha de aco inoxidavel de 10 cm de comprimento
e 4 um de didmetro. No momento da injecdo o recipiente contendo as solugdes tampdes
estava imerso em um banho sonicador modelo 3510 da Branson, a 65 °C. Com a agulha
imersa na solucio agquosa, as misturas de lipidios em etanol foram manualmente injetadas o
mais rapidamente possivel na solucio tampdo, sendo em seguida as amostras sonicadas

durante tr8s minutos.
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4.2.7. Remog¢ido do Composto Terapéutico ndo Encapsulado em Lipossomas

Apés a encapsulagio dos compostos teraputicos nos lipossomas, efetuou-se a
separacdc do farmaco livre do composto incorporado nas vesiculas por trés metodologias

distintas: dialise, cromatografia de permeacio em gel ou ultrafiltracio.

As metodologias, descritas a seguir, exploram as diferencas de tamanho dos

materiais a se separar {(Harris e Angal, 1989).

4.27.1. Remocao por Didlise

A didlise é uma técnica de separacio aplicdvel em uma grande variedade de
tamnanhos de moléculas, usada para remover o excesso de solutos indesejdveis de baixas
massas moleculares, simultaneamente introduzindo um novo tampdo na solugdo, nio sendo
aplicdvel para a remocdo de moléculas maiores que 15 a 20 kDa. A separagao por didlise é
bastante simples e requer poucos equipamentos, sendo adequada para o uso em escala de
laboratério. Como desvantagens, a técnica envolve a necessidade de véras trocas de
tampdo e o uso de grandes volumes deste, além da relativa falta de rapidez inerente ao

processo (Scopes, 1994).

Nestes ensaios foram utilizadas membranas de didlise (do tipo envelope) Inlab
(Brasil), produzidas a partir de celulose regenerada, com massa molecular de corte de 12 a

16 kDa, porosidade de 25 A e dimensbes de 2,5 x 15 cm.

Inicialmente, as membranas de dialise, foram hidratadas em 4dgua fervente durante
30 minutos. Apés o término da hidratagho, as membranas tiveram uma de suas
extremidades fechadas. Uma aliquota de 2,5 mL de amostra foi colocada na membrana, e
fechando-se o outro extremo do envelope, que foi entdo submerso em 100 mL de solugdo
tampio a pH 7.4. Foram feitas quatro trocas da solu¢do tampdo HEPES (total de 400 mL)
no intervalo total de cerca de 40 horas, sendo que o sistema de separacdo sempre foi

mantido em geladeira a 5 °C. Ao final do processo de remogo do composto terapéutico
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ndo encapsulado, as amostras foram coletadas e analisadas para a determinag@io das

concentracdes finais de lipidios e de material terapéutico encapsulado nas vesiculas.

4.2.7.2. Remocéo por Cromatografia de Permeacio em Gel

Nos ensaios feitos por cromatografia de permeacio em gel, ntilizou-se uma coluna
cromatografica obtida da Sigma Chemical Co. (EUA) empacotada com gel de Sephadex G-
50. A coluna apresentava volume de leito de 50 mL e didmetro de 2,5 cm enquanto a faixa

de massa molecular de exclusdo do gel era de 1,5 a 30 kDa.

A coluna foi primeiramente pré-equilibrada pela passagemn de 30 mL de tampdo
HEPES a 10 mmol/L e pH 7.4. Em seguida, adicionou-se 2,5 ml. de amostra, apés o que se
adicionou 32 mL do mesmo tamp#o para a eluicio do material a se separar. Durante a
separacdo a coluna cromatogrifica foi conectada a um coletor de fragdes modelo Bio-Rad
2110 (EUA), no qual se coletaram aliquotas de 40 a 50 gotas (aproximadamente 1,5 mL por
fracdo) que foram posteriormente analisadas para a determinacdo da concentragio de

lipidios e de composto terapéutico incorporado.

4.2.7.3. Remogao por Ultrafiltracio

Os ensaios foram realizados utilizando-se uma célula de ultrafiltracio Amicon

modelo 50, com membrana de polietileno do tipo XM 50 e didmetro de corte de 50 kDa.

Em todos os ensaios, 10 mL de amostra foram inicialmente misturados com 50 mL
de tampdo HEPES 10 mmol/LL. a pH 7,4, e a ultrafiltracio foi efetuada sob agitagéo
magnética constante, a uma press@o de aproximadamente 2,5 Kgffcm® de nitrogénio,

promovendo-se a separacio do material terapéutico néo encapsulado nas vesiculas.

Para cada amostra tratada foram realizadas quatro etapas de ultrafiltragdo sob as
mesmas condi¢des anteriormente mencionadas. Ao final do processo, as amostras retidas

pela membrana forarn coletadas e analisadas.
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4.2.8. Liofilizacio dos Lipossomas

As vesiculas lipidicas foram liofilizadas usando o equipamento Freeze Dry System

da Labconco, modelo Freezone 4.5,

Inicialmente os lipossomas suspensos em tampao de cido citrico a 300 mmol/L e
pH 4, foram dilufdos (1:1) com uma solug¢@o aquosa do crioprotetor manitol ou sacarose a
uma concentracdo de 15%, sendo o volume final de amostra (8 mL) colocado em um tubo
de vidro de 40 ml de capacidade, com parede espessa. Todas as amostras foram
previamente congeladas em nitrogénio liguido através de aproximadamente 5 imersdes
durante 10 segundos, e acopladas entdo ao equipamento. O liofilizador empregado permitiu
um controle automdtico da temperatura do sistema a aproximadamente —50 °C, quando era

entdo automaticamente acionado o vicuo a uma pressdo de 133.10° mBAR.

4.2.9. Caracterizacio dos Lipossomas

Apds a remocdo do composto terapéutico ndo incorporado nas vesiculas, as
amostras foram caracterizadas quanto as concentracdes finais de lipidios, &s concentragdes
finais de farmaco encapsulado, ao didmetro médic das vesiculas, & estabilidade de
estocagem na forma suspensfo aguosa durante quatro semanas em geladeira a 5 °C e &

estabilidade apés liofilizacéo.

4.2.9.1. Determinacdo da Concentragio de Lipidios

A determinaciio da concentragdo lipidica foi realizada pela andlise quantitativa de

fons fosfato em solugdo.

Os fosfolipidios utilizados na preparacdo dos lipossomas possuem apenas um
dtomo de fésforo por molécula, permitindo a determinacéio do teor de fosfolipidios pela

guantidade de fosfato. O ensaio baseia-se no método de Chen e col. (1956), no qual
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primeiramente ocorre a oxidagdo com 4cido sulfiirico das cadeias de 4dcido graxo a carbono
elementar, que ¢é transformado em didxido de carbono (CO») por peréxido de hidrogénio
(H20,). O fdsforo € transformado em ortofosfato, que forma um compiexo com o
molibdato de amonic. Quando este complexo € reduzido pelo dcido ascorbico, hd o
aparecimento da cor azul, cuja intensidade é proporcional & concentracio de fosfato na

amostra.

O mesmo procedimento foi também realizado para as solugdes de padrdes
orgénicos e inorgdnicos, com concentragbes conhecidas de fosfolipidios e de fosfato
respectivamente, ¢ para uma solucdo isenta de fosfato (branco). Os compostos
distearoilfosfatidilcolina, monofosfato de sdédio hidratade e o tampdo HEPES (10 mmol/L)
a pH 7.4 foram, respectivamente usados como padrio orginico, padrio inorgénico e

branco.

Os experimentos foram conduzidos da seguinte forma: pipetou-se 100 pL de
solugiio em cada tubo (amostras, padrdes e branco) conjuntamente com 500 L de solucdo
de 4cido sulfirico a 10 N. Adicionou-se duas esferas de vidro em cada tubo para melhorar a
distribuicéo de calor durante o aquecimento. Os tubos foram colocados em suporte metilico
e aquecidos em placa térmica pré-aquecida a 200 °C por 30 minutos. Os tubos foram
retirados do aquecimento e apds atingirem a temperatura ambiente, adicionou-se 165 L de
H,O, isenta de fosfato em cada um dos tubos. Em seguida, as amostras foram aquecidas
novamente a 200 °C por mais 30 minutos. A placa de aguecimento foi posicionada no
interior de uma capela, pois nesta etapa hd a formacao de didxido de carbono, que deve ser
retirado pelo exaustor. Apds o segundo aquecimento, os tubos foram retirados da placa
aquecedora e, ao atingirem a temperatura ambiente, adicionou-se 4 mL de dgua deionizada.
Em seguida, 500 pL de solugio molibdato de amdnio tetraidratado a 2,5% (m/v) e 500 pL
de solucdo de 4cido ascorbico a 10% (m/v) diluidos em 4dgua deionizada foram adicionados.
Os tubos foram aquecidos em dgua fervente por 7 minutos ¢ em seguida foram resfriados.

Determinou-se a absorbincia de todas as amostras a 830 nm.

A partir dos padrdes utilizados foi obtida uma curva de calibragio para a
determinagdo da concentracio de fosfolipidios da amostra. Por este procedimento,

determina-se somente a concentracio correspondente aos fosfolipidios, que representa na
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maior parte dos casos, 60% da concentrac@o total de lipidios na amostra. Para se levar em
conta a presenga do colesterol, dividiu-se os valores obtidos por 0,6 ou 0,7, dependendo da

proporc¢do de colesterol na amostra.

4.2.9.2. Determinagio da Concentracdo de Composto Terapéutico Encapsulado

Apés a remocgho do composto ndo encapsulado analisou-se a concentragdo do
farmaco remanescente nas amostras. A determinaco foi feita pela avaliacfo da absorbéncia
ap6s o rompimento das vesiculas com etanol, com metanol ou com Triton X-100 reduzido

ou nao.

No método por adicdo de etanol, a um volume de 150 pl. dos lipossomas
encapsulando o farmaco foi adicionado 1350 uL do solvente. Apds uma hora, foram
determinadas as absorbdncias das amostras de lipossomas livres, dos farmacos livres e dos
lipossomas encapsulando o composto terapéutico no comprimento de onda selecionado
para cada composto: para os farmacos isoniazida e pirazinamida, 260 nm e para o composto

rifampicina, 340 nm. Cada determinacao foi feita pelo menos em duplicada.

No método por adicio de metanol, um volume de 2 mL do solvente foi adicionado
a um volume de 0,5 ml. da amostra de vesiculas encapsulando os compostos terap@uticos.
Foram determinadas as absorbéncias das amostras de lipossomas vazios, farmaco livie e
lipossommas encapsulando os compostos nos mesmos comprimentos de ondas usados no

método por adi¢do de etanol.

No caso do rompimento dos lipossomas com Triton X-100 reduzido, a
metodologia baseou-se na técnica descrita por Mayer e col. (1990) para a determinacao da
concentracdo total de doxorrubicina em lipossomas. Preparou-se uma solugio aquosa de
Triton X-100 a 20% (m/v), e a 1,2 mL de amostra foram adicionados 12 uL da solugdo de
detergente. As solucdes foram incubadas por um periodo de até 30 minutos e em seguida
foi lida a absorbéncia nos comprimentos de ondas usados para os lipossomas e para cada

composto descrito nos métodos anteriores.
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Para a determinacBo da concentragdo do composto terapgutico kanamicina, um
volume de 0,3 mL de amostra adicionou-se o mesmo volume de uma solugdo aquosa de
Triton X-100 a 100 mmol/L. As amostras foram entfo incubadas & temperatura ambiente
por 30 minutos, para se assegurar ¢ rompimento das vesiculas lipidicas. Em seguida, 2
determinacdo da concentrac@o de kanamicina nas amostras foi realizada por reacdo com o

dcido 2,4,6 tri-nitro benzeno-sulfonico (TNBS), conforme descrito a seguir.

A determinagio se baseia na reacfio das aminas primérias presentes na kanamicina
em pH alcalino com o TNBS, sendo baseada no procedimento descrito por New (1990) no
qual o produto final da reagfio apresenta coloracdo amarela intensa, possibilitando seu

monitoramento espectrofotométrico.

A metodologia da rea¢do com TNBS envolve cinco etapas na qual, primeiramente
sao preparados os padrdes deste composto usados nas curvas de calibracio. Em uma
segunda etapa, a cada amostra adicionou-se 0,2 mL de uma solugdo de NaHCOs, a pH 8,5
para se elevar o pH da solucdo. Apés esta etapa, adicionou-se a todas as amostras 20 puL de
soluglo aquosa de TNBS a 15 mg/mL. Depois de vigorosa agitacdo, as amostras foram
incubadas no escuro por mais 30 minutos & temperatura ambiente. A reacido foi
interrompida pela adi¢io de 0,4 mL de HCI a 1,5 N. As medidas de absorbéncia das
amostras e dos padrGes foram realizadas contra d4gua a 410 nm dentro de um periodo de até

uma hora.

A determinag@o da concentracio de doxorrubicina encapsulada foi baseada na
técnica descrita por Mayer € col. (1990) que permite determinar, por diferenca, a
concentragdo de doxorrubicina incorporada em sistemas lipossomais através da
quantificacdo da concentragio do farmaco n3o encapsulado. A doxorrubicina apresenta
alteracdo pronunciada do méaximo de absorbancia quando se aumenta, por adi¢io de NaOH,
o pH da solugio de suspensao dos lipossomas, de 7,4 para 10,5, o que pode observado

visualmente pela alteragio de cor da soluc@o de vermelho-alaranjado para azul.

Primeiramente diluiu-se as amostras de lipossomas contendo o composto
doxorrubicina com a solugo tampédo para se alcangar concentractes do farmaco variando
de 0,02 a 0,10 mmol/l.. Em seguida, adicionou-se 12 uL de uma solugfio aquosa do

tensoativo Triton X-100 a 20% (m/v) a 1,2 ml da amostra, para romper as vesiculas.
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Aguardou-se¢ 15 minutos para que as membranas lipidicas dos lipossomas se
desestabilizassem € a doxorrubicina fosse liberada das vesiculas. Avaliou-se a absorbéncia
da solucio a 480 nm contra a solucfo tampio HEPES contendo a mesma quantidade de
detergente que a amostra, ¢ descontou-se o valor de absorbincia devido 2 presenca das
vesiculas por si sO (determinado utilizando-se a mesma concentragdo de vesiculas, sem
farmaco, e de Triton X-100). A concentragdo total de doxorrubicina na amostra foi

calculada a partir de uma curva de calibracfo previamente obtida.

Para a determinagdo da concentragido de doxorrubicina externa aos lipossomas,
tomaram-se duas aliquotas de 1,2 mL cada de amostra de lipossomas contendo de 0,02 a
0,1 mmol/L. em farmaco (alfquotas A e B). Na aliquota A adicionou-se 24 pl. de 4gua
deionizada e ajustou-se a absorbéncia a 600 nm para zero (com esta etapa, elimina-se a
interferéncia causada pelo espalhamento de luz devido & presenca das vesiculas). Na
aliquota B, adicionou-se 24 uL de solugfo aquosa de NaOH a 1 M. Mediu-se a absorbéncia
da aliquota B a 600 nm, dentro de dois minutos (a absorbancia da doxorrubicina em valores
de pH elevados nao € estivel, e a solucdo transforma-se rapidamente de azulada para
incolor). A concentracdo externa do farmaco na amostra foi calculada a partir de uma curva
de calibragdo previamente estabelecida e, de posse deste valor e do valor para a
concentracdo total de doxorrubicina nas amostras, determinou-se por diferenca a

concentrag@o de composto terapéutico encapsulado.

Em todos os ensaios, preparou-se curvas de calibracdo para o farmaco livre e para
os lipossomas ndo encapsulando o composto, para se avaliar o efeito da presenca isolada

dos lipidios na absorbéncia.

Dispondo dos dados de concentragdo de lipidios e de compostos terapéuticos
encapsulados de cada amostra, efetuo-se o cdlculo das eficiéncias de encapsulagdo,
determinadas como a relago percentual entre a razo molar farmaco/lipidio final (ap6s a
remogdo do firmaco) e a inicial (antes da remoc&o do farmaco), de acordo com a equagio

4.1:

E=100%*

{moles Fédrmaco/moles Lipidio) . 1 (4.1)

(moles Farmaco/moles Lipidio)

inicial J
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4.2.9.3. Determinacio do Didmetro Médic ¢ da Distribuicio de Tamanhos das Vesiculas

Lipidicas

A distribuicfo de tamanhos e o didmetro médio das vesiculas foram determinados
por espectroscopia de espalhamento de luz de comprimento de onda determinado (633 nm)
obtida por incidéncia de raios laser (“quasi-elastic light scattering”, QLS). Por este método
sdo realizadas medidas das flutuagdes da intensidade do espalhamento de luz com o tempo
para a determinacio do coeficiente de difusio da particula em soluco diluida (Ford, 1985),

inversamente proporcional ao didmetro da particula.

4.2.9.4. Determinacdo da Lamelaridade das Vesiculas Lipidicas

A lamelaridade das vesiculas lipidicas preparadas pelo método de injecdo de
etanol em escala ampliada foi estimada pela medida da proporgio de fosfolipidios que se
encontram expostos na superficie dos lipossomas. Para vesiculas unilamelares, grandes esta
propor¢ao deve ser de 50% e para as vesiculas unilamelares pequenas, devera ser maior que
este valor, uma vez que a distribuicio de lipidios € assimétrica (New, 1990). Para

lipossomas multilamelares, este valor deve ser menor que 50%.

A proporgdo de lipidios na superficie das vesiculas lipidicas pode ser determinada
por métodos quimicos ou por medidas de espectroscopia direta envolvendo ressonincia
magnética nuclear. No primeiro casso, uma pequena quantidade de fosfatidiletanolamina
(PE) € incorporada nos lipossomas vazios durante sua preparagfio, a qual € entdio detectada
nas vesiculas intactas por reacdo com o acido 2,4.6 - trinitrobenzenossulfénico (TNBS),
sendo somente quantificadas as moléculas de PE expostas externamente. Paralelamente,
aliquotas da mesma amostra de vesiculas lipidicas sdo desestabilizadas com Triton X-100
antes da reacio com o TNBS, e todas as moléculas de PE presentes sdo entfo detectadas.
As etapas envolvidas nesta determinacdo proposta por New (1990) sdo descritas a

continuagio.



Capitule [V: Materiais e Metodologia 84

Primeiramente, preparou-se os padrdes (A) da fosfatidiletanolamina incorporada
nas vesiculas lipidicas em concentracdes variando de 0,07 a 0,20 mmol/L. em aminas. Estes
padroes foram empregados para preparar as curvas de calibragdo. Em uma segunda etapa,
aos padrbes (0.6 mL) e as amostras para determinar as aminas externas (B) foram
adicionados 0,2 ml. de uma solugio de NaHCOs, a pH 8,5 para se elevar o pH da solugéo.
Nas amostras (C), com as vesiculas lipfdicas para determinar as aminas totais (0,6 mL),
foram adicionados 20 uL de Triton X-100 a 1,6% em tampdo bicarbonato a pH 8,5. Apds
esta etapa, adicionou-se 20 uL de solucdo aquosa de TNBS a 15 mg/mL a todas as
amostras. As amostras foram entfo incubadas no escuro por 30 minutos a temperatura
ambiente depois de uma vigorosa agitacfio. A reacdo nas amostras A e B foi interrompida
pela adi¢do de 0.4 mL de Triton X-100 a 1,2% em HCl a 1,5 M seguida de agitac@o e nas
amostras C, pela adicdo de 0,4 mL de Triton X-100 a 0,4% em HCL a 1,5 M seguida
também de uma vigorosa agitaco. As medidas de absorbancia das amostras e dos padrGes
foram realizadas contra dgua deionizada em um comprimento de onda de 410 nm dentro de

um perfodo de até uma hora.

4.2.9.5. Estabilidade de Estocagem em Suspens@o Aquosa dos Lipossomas

A avaliacdo da estabilidade de estocagem das vesiculas lipidicas preparadas
contendo os composios terapéuticos encapsulados foi realizada em um periodo de até dois
meses apds a preparacao dos lipossomas, monitorando-se as alteracdes no didmetro médio
das vesiculas, na distribuicdo de tamanhos e na liberagio do farmaco inicialmente
incorporado, que indicariam possiveis mudangas estruturais nas suspensdes. Geralmente
quando ocorrem mudancas nas estruturas das vesiculas lipidicas estas aparecem nas
primeiras semanas apos sua preparacdo. O estudo da estabilidade de estocagem das
vesiculas lipidicas fol avaliada a uma temperatura de 5 °C e para cada uma das amostras
analisadas empregou-se como controle as vesiculas vazias correspondentes obtidas no

nesmo ensaio.
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4.2.9.6. Estabilidade dos Lipossomas apés Liofilizacfio

Apés o periodo de 24 horas de liofilizagdo das vesiculas na presenca do
crioprotetor manitol, as amostras em pdé foram reconstituidas com 4,0 mL de 4gua

deionizada por agitagdo manual durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Os didmetros médios e as distribuicdes de tamanhos destas vesiculas lipidicas apés
sua ressuspensio foram determinados. Nestas vesiculas rehidratadas, também foi realizada
a encapsulagdo ativa do firmaco doxorrubicina a uma razdo molar inicial farmaco/lipidio

de 1,0 durante 10 minutos a 60 °C e a uma taxa de agitagfio de 200 rpm.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados e analisados os resultados obtidos referentes a:
caracterizacdo dos lipidios e das misturas lipidicas utilizadas na preparacdo das vesiculas,
caracterizac2o da kanamicina, preparacio e caracterizaco dos lipossomas preparados pela
metodologia de injecdo de etanol em escala de bancada e em escala ampliada, encapsulando
os farmacos por incorporacfo passiva e ativa nas condices estudadas, a liofilizagdo das
suspensdes aquosas das vesiculas lipidicas e a estabilidade de estocagem das formulagGes

obtidas.

Uma melhor visualizagio das etapas ¢ dos ensaios realizados pode ser observada

no diagrama mostrado na Figura 5.1.

A composicao lipidica tida como alvo envolvia majoritariamente fosfatidilcolina
de soja, um composto natural e biocompativel cujo custo pode ser até 1000 vezes menor
que o dos fosfolipidios sintéticos comumente empregados na produgdo de lipossomas.
Entretanto, a titulo de comparago no trabalho, fosfolipidios sintéticos foram também

usados na preparacio das vesiculas lipidicas.

O tampao HEPES foi selecionado para a solubilizagdo dos compostos terap€uticos
com base nas caracteristicas de solubilidade dos farmacos neste tamp@o, além de permitir a
maior aproximacéo 4s condigdes fisioldgicas, principalmente devido ao pH de 7.4 e a sua
biocompatibilidade, apesar de seu custo ser razoavelmente elevado. O tampio fosfato
poderia ser utilizado com sucesso para a mesma finalidade, entretanto, ndo foi empregado
neste trabalho por interferir na metodologia de determinaco da concentragéo lipidica das

vesiculas.

Os experimentos em escala de bancada visaram verificar a factibilidade da
incorporagdo em lipossomas dos compostos estudados, enquanto os ensaios em maior
escala destinaram-se ao estudo do efeito de diversas varidveis operacionais na encapsulagio

dos referidos farmacos.
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ativa da kanamicina Andlise da viabilidade econdimica i[

Figura 5.1 - Diagrama com as etapas e os ensaios realizados durante o trabalho de pesquisa.
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5.1. Resultados Bdsicos da Caracterizacdo dos Sistemas em Estudo

5.1.1. Comportamento dos Lipidios Puros ¢ das Misturas Lipidicas em Interfaces Ar-

Agua

Foram determinadas as isotermas de press@o em fungdo da drea molecular
(isotermas de Langmuir-Blodgett) para os fosfolipidios DSPC e SPC, para o lipidio Col e
para as misturas DSPC/Col € SPC/Col (60/40 mol%), através das quais determinou-se para
cada ensaio a drea ocupada correspondente para cada molécula de lipfdio analisada. As
isotermas obtidas estdo mostradas nas Figuras 5.2 e 5.3. Destaca-se que os lipidios

avaliados apresentavam pureza minima de 99%, para a DSPC e o Col e de 98% para a SPC.

== DSPC
—0—SPC

——Col

Pressio Superficial (mN/m)

EE BB BEGHHGSREERHE B s s s R s e

80 100 120 140

Area por molécula (f\z)

Figura 5.2 - Isotermas de Langmuir para os fosfolipidios DSPC e SPC e para o lipidio

colesterol.




Capitulo V: Resultados e Discussdo 90

60
I
mmlutﬁﬂuw —0— DSPC/Col
- '“’”mm"}"»”T'””’J)M'Hnm;,),!. SPC/C 1
[N, T— 0
50 -

Pressfio Superficial (mN/m)
(WS
(]
i

anunbn EEIE

"|”ili|Eﬂ||HiiiIFEI‘!IESHE!\%JIII"‘%1ElﬂiEEillHil!EEii!IIlll?EEEii!il"!’“V“’N”“’”-‘

20 40 60 80 100 120

Area por molécula da mistura (Az)

Figura 5.3 - Isotermas de Langmuir-Blodgett para as misturas de DSPC/Col e SPC/Col
(60/40 mol%).

Observa-se nas referidas figuras que a uma temperatura de aproximadamente
20 °C as monocamadas formadas pelas moléculas de DSPC, Col, SPC e as monocamadas
das moléculas de misturas de DSPC/Col e SPC/Col apresentaram valores aproximados de
4rea ocupada por molécula de 40 A® para o DSPC, 38 A? para o Col, 38 A® para a mistura
DSPC/Col, 46 A’ para a SPC e 38 A’ para a mistura SPC/Col. Israelachvili e Mitchell
(1975) reportaram valores de drea ocupada por moléculas de Col em monocarnadas puras
de38 A’ede 71 A’ para a fosfatidilcolina de ovo. O valor da drea da molécula da lecitina €
maior que o obtido em nosso trabalho, embora a temperatura em que foi determinado este
valor nao tenha sido detalhada e esta varidvel seja muito importante neste tipo de
deterrninacdo. Os autores observaram que em filmes de misturas lipidicas e colesterol a

drea molecular média observada experimentalmente é menor que a teérica ponderada,

provavelmente pelo efeito de condensagio do colesterol.
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Embora se tenha observado pequenas alteracGes na temperatura ambiente durante
a coleta dos dados, os resultados obtidos mostram que o fosfolipidio natural SPC apresenta
um comportamento muito préximo ao obtido para o fosfolipidio sintético DSPC, embora na
composicio da SPC comercial mais de 90% seja DPPC. Estas variacdes na temperatura
podem também ter influenciado os valores das dreas moleculares dos compostos, uma vez
que ha indica¢Oes na literatura de grande dependéncia entre estas varidveis (Roberts, 1990).
Estes resultados mostram que resultados obtidos em um sistema contendo o fosfolipidio
sintético DSPC podem ser muito tteis como referéncia para o estudo do sistema contendo

lecitina natural de soja.

5.1.2. Determinagio da Temperatura de Transi¢io de Fases da SPC por

Microcalorimetria Diferencial de Varredura

O estudo da transigio reversivel entre os estados gel e liquido-cristalino dos
fosfolipidios € muito importante quando de seu uso na preparagdo de lipossomas para
aplicacdes farmacolégicas. Normalmente esta transi¢do € induzida pela temperatura,
podendo também ser provocada por variagOes na press@o a temperatura constante e por
mudancas no pH da solugio aquosa para bicamadas formadas por fosfolipidios carregados

negativamente (Braun e col., 1992).

A temperatura de transi¢fo dos fosfolipidios depende da natureza da cabeca polar,
do comprimento € do grau de insaturacdes das cadeias apolares. Geralmente, as
propriedades fisicas das bicamadas lipidicas dependem da fase em que estdo. A
permeabilidade das bicamadas liquido-cristalinas ¢ muito maior que a de bicamadas na fase

gel, na qual a organizacio molecular e a rigidez sdo maiores que na fase liquido-cristalina.

A temperatura de transicfo de fases gel/liquido cristalino pode ser avaliada, em termos de
equilibrio termodindmico, por experimentos de microcalorimetria. Pela técnica cuja
metodologia foi descrita anteriormente, foi determinada a temperatura de transi¢éo de fases
gel/liquido-cristalino do fosfolipidio SPC em tampdo HEPES 10 mmoV/L. O termograma
obtido, ilustrado na Figura 5.4, mostra o valor desta temperatura, T, igual a 50,4 °C,

calculado pelo software do equipamento.
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Figura 5.4 - Termograma obtido por microcalorimetria diferencial de varredura para o

fosfolipidio SPC.

Embora a literatura indique valores de temperatura de transicio de fases para a
fosfatidilcolina de soja em torno de 41 °C, por tanto significativamente menores que o
determinado neste trabalho, este valor € influenciado pela natureza do fosfolipidio e pela
metodologia de preparacdo da amostra (Rodney e Lichtenberg, 1993). Para o fosfolipidio
DSPC, a temperatura de transic@o de fases, segundo Szoka e Papahadjopoulos (1980), € de

cerca de 55 °C, portanto, préxima ao valor obtido para a lecitina de soja, o que novamente

corrobora o comportamento fisico semelhante destes fosfolipidios.
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5.1.3. Comportamento da Kanamicina quanto a Particio nos Sistemas Analisados

Os modelos comumente usados para a avaliagdo da particdo de um composto em
sisternas aquosos e 1-octanol sfo muito tteis no estudo do transporte de um farmaco através
de membranas biolégicas. Uma vez que os lipossomas sdo membranas constituidas
principalmente por fosfolipidios, este comportamento quanto a particio relaciona-se
também & capacidade deste formaco em permear estes sisternas. Assim, estes estudos sdo
tteis no esclarecimento de aspectos especificos sobre a encapsulagio e a retengdo do

composto nas vesiculas lipidicas.

Uma vez que o comportamento dos farmacos isoniazida, pirazinamida e
rifampicina quanto & particio em diversos sistemas aquosos € l-octanol ja havia sido
avaliado anteriormente (Justo, 1999) conforme discutido no capitulo de Revisdo da
Literatura, realizou-se no presente trabalho este estudo unicamente para o composto

terapéutico kanamicina.

As solucOes aquosas empregadas representam fundamentalmente os ambientes
interno e externo as vesiculas. Na incorporagfio ativa, o interior da vesicula lipidica estd
preenchido por uma solugdo de 4cido citrico a 300 mmol/L e pH 4,0, enquanto a regido
aquosa externa poderia conter 300 mmol/L de 4cido citrico a pH 7.4, 10 mmol/L de HEPES
apH 7.4 ou ainda 10 mmol/L. de HEPES e 120 mmol/L de NaCl também a pH 7 4.

Os coeficientes de particdo da kanamicina nos sistemas contendo solugdes agquosas
e 1-octanol mostram certa dificuldade do farmaco em permear a membrana lipidica, uma
vez que os coeficientes foram relativamente baixos. Para o sistema de referéncia contendo
dgua deionizada e l-octanol o valor do coeficiente de parti¢do foi de 0,013, enquanto para
os sistemas 1-octanol e acido citrico, a pH 4,0 ou 7,4 foi de 0,313 ¢ 0,29, respectivamente.
Para os dois sistemas restantes 4 base de HEPES, foram obtidos valores nulos de

coeficiente de particdo.

Segundo Madden e col. (1990), apenas resultados da andlise de coeficiente de
parti¢io podem ndo explicar isoladamente o comportamento observado para a encapsulagdo
ativa ou ndo de um determinado firmaco em lipossomas. Entretanto, baixos valores de

coeficiente (menores que um) indicam o acdmulo preferencial do composto terapéutico na
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fase aquosa e seu cardter predominantemente hidrofilico. A encapsulagio ativa da
kanamicina nos lipossomas através do uso de gradientes de pH, embora seja factivel em
decorréncia das aminas primdrias presentes ein sua estrutura, seria entfio, limitada por sua

caracteristica de elevada hidrofilicidade.

5.1.4. Analise da Adequacio dos Métodos de Quantificagio dos Compostos

Terapéuticos por Espectrofotometria

A metodologia empregada envolveu a determinagdo espectrofotométrica da
concentracdo de isoniazida, pirazinamida e rifampicina apés o rompimento das vesiculas
com etanol, metanol ou Triton X-100 reduzido. Este rompimento faz-se necessario devido 2
grande interferéncia das vesiculas na absorcdo de luz pelas amostras, resultante do
espathamento de luz pelos lipossomas. Além disto, a intensidade da luz que alcanga uma
molécula de farmaco encapsulade difere da que alcanca uma molécula de farmaco livre em
decorréncia da blindagem feita pelos lipossomas intactos. Qutro fator relevante relaciona-se
a4 maior homogeneidade dos sistemas contendo lipossomas apés sua dissolucdo com

detergentes ou solventes orgénicos.

A metodologia de quantificacdo dos farmacos em amostras dissolvidas com etanol
J4 havia sido avaliada anteriormente para vesiculas lipidicas compostas de DSPC/Col

(Justo, 1999), realizou-se entdo testes para sua quantificacio em lipossomas de SPC/Col.

As variacdes nas absorbincias a 260 nm e 340 nm de amostras de lipossomas
extrudados de SPC/Col (60:40 mol:mol) em tampédo HEPES a 10 mmol/L e pH 7.4 sem
farmacos encapsulados, foram efetuadas apés a dissolucfio das vesiculas com etanol, nas

mesmas condicdes empregadas para a determinagao da concentrac@o dos farmacos livres.

Observou-se que as variacoes nas medidas de absorbédncia das amostras durante o
periodo de uma hora nio foram muito significativas, conforme ilustrado na Figura 5.5 para
o comprimento de 260 nm. podendo-se entdo, realizar as medidas logo apés a adicdo do

solvente. A sensibilidade deste método €, entretanto, relativamente baixa também para os

farmacos, pois o volume de etanol que se deve adicionar é bastante elevado, o que poderia
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resultar em erros aprecidveis na deteccio de baixas concentragBes dos compostos

terapéuticos.
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Figura 5.5 — Avaliacdo da absorbéncia a 260 nm de lipossomas extrudados de SPC/Col

(60:40 mol/mol) a diferentes concentragdes lipidicas em presencga de etanol.

E interessante notar que embora este método de quantificacdo seja bastante
difundido (Ostro,1987; Lasic, 1992; New, 1990), estudos acerca da conveniéncia de sua
utilizagfio para amostras com elevadas concentragdes lipidicas nfo séo comuns, tendo-se ji
observado uma baixa eficiéncia de rompimento das vesiculas com o etanol, o que resulia

em baixa reprodutibilidade dos resultados.

Testou-se, entdo os métodos de dissolucdo ou rompimento das vesiculas lipidicas

com metanol ou Triton X-100 reduzido, métodos nos quais as concentragdes finais
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necessarias de solvente ou detergente na amostra para o rompimento das vesiculas lipidicas

sdo menores quando comparadas com a metodologia anterior.

Também na quantificagdo dos farmacos isoniazida, pirazinamida e rifampicina
encapsulados nos lipossomas ap6s dissolucdo das vesiculas com metanol, avaliou-se as
variagdes nas medidas de absorbancia das amostras durante um intervalo de uma hora, com
a finalidade de se definir o tempo minimo necessdrio para a realizacdo de leituras estdveis
de absorbancia. Para as solucdes de isoniazida e pirazinamida, as curvas de calibragdo
foram obtidas para uma faixa de concentracio de 0 a 1 mmol/L, e para a rifampicina, na

faixade 0 2 0.2 mmol/L.

Foram avaliadas também as variacbes de absorbincia de lipossomas vazios de
SPC/Col extrudados e de lipossomas vazios de DSPC/Col e SPC/Col preparados por
injecdo de etanol em tampdao HEPES a 10 mmol/L e pH 7.4, a 260 nm e 340 nm apds
dissolucdo das vesiculas lipidicas com o solvente metanol nas mesmas condigdes expostas
para as solugdes de farmacos livres. A faixa de concentragfio lipidica analisada foi de O a

0,8 mmowle.

Para o método de dissolucdo em metanol as variagdes nas absorbincias das
amostras durante uma hora ndo foram muito significativas. Realizaram-se, entdo, as

medidas 10 minutos apés a adigio do solvente.

Pelo método de quantificacdo com Triton X-100 reduzido, avaliou-se a
concentracdo apenas de isonlazida encapsulada nos lipossomas apds dissolugdo dos
lipossomas com o detergente. As variagdes nas absorbincias das amostras foram avaliadas
durante um intervalo de 30 minutos, com a finalidade de definir o tempo minimo necessério
para a realizacdo de leituras estdveis de absorbancia por esta metodologia. Para este
composto terapéutico, a curva de calibracdo foi obtida para uma faixa de concentracdo de 0
a 0,3 mmol/L, verificando-se boa correspondéncia entre a concentracdo do composto

terapéutico e a absorbancia no perfodo estudado.

Foram avaliadas também as variagGes de absorbdncia dos lipossomas extrudados
de SPC/Col em tampdo HEPES a 10 mmol/L e pH 7,4, a 260 nm apés dissolugdo das
vesiculas com o detergente, nas mesmas condi¢bes expostas para quantificagdo de

isoniazida. A determinacio foi realizada em uma faixa de concentragdo em lipidios de O a
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0,4 mmol/fL. Também neste caso as variagdes na absorbdncia nfo foram muito
significativas, optando-se por realizar as medidas imediatamente ap6s a adicdo do

detergente.

Destaca-se que em todas as situacOes estudadas, as curvas de calibragio obtidas
apresentaram coeficientes de regresso maiores que 0,99, indicando o bom ajuste das

mesmas aos dados experimentais obtidos.

Desta forma, nota-se que os trés métodos estudados podem ser empregados para a
quantificaco dos farmacos encapsulados em lipossomas. Entretanto, o método que utiliza
etanol para o rompimento das vesiculas lipidicas parece ser o menos adequado, pois € o
menos sensivel, enquanto as técnicas que envolvem metanol ou Triton X-100 reduzido

possibilitariam a quantificagio dos compostos terap@uticos em amostras mais diluidas.

Uma vez que as absorbincias do composto terapéutico livre ¢ das vesiculas
lipidicas vazias s@o da mesma ordem de grandeza nas faixas de concentragdes testadas e
que o custo das andlises com Triton X-100 reduzido € relativamente elevado, optou-se pelo
emprego do metanol nos ensaios subseqiientes de determinacdo dos farmacos isoniazida,

pirazinamida e rifampicina.

A metodologia de quantificacdo de kanamicina com TNBS resultou em curvas de
calibracdo com bons coeficientes lineares em uma faixa de concentrac@o de fdrmaco de 0 a
0,2 mmol/L. Este método apresenta um custo significativamente menor, uma vez que 0

Triton X-100 empregado para o rompimento das vesiculas ndo € reduzido.

5.1.5. Selecao da Técnica de Remocfio do Farmaco Livre de Lipossomas

A sele¢o do procedimento de remogéo do formaco ndo encapsulado nas vesiculas
lipidicas tem impacto direto no tempo de processamento € na concentragdo lipidica final
das amostras, dentre outras caracteristicas. As técnicas avaliadas foram a cromatografia de

permeacdo em gel, a didlise ¢ a ultrafiltragdo.

Como sistema modelo, avaliou-se a adequagfo das referidas técnicas para a

separaco de isoniazida ndo encapsulada em lipossomas de SPC/Col, preparados a partir da
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hidratac¢do do filme seco de lipidios com solucdo de tampdo HEPES a 10 mmol/L e pH 7,4
contendo 100 mmol/L. de isoniazida seguida de extrusdo. Neste caso, haveria uma
quantidade considerdvel de firmaco nfo incorporado para ser removido. As eficiéncias de

encapsulacdo foram avaliadas e os resultados estio mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Eficiéncias de encapsulacdo obtidas para a incorporagfo passiva de uma
solugdio de isoniazida a 100 mmol/L em lipossomas de SPC/Col preparados por extrusio

usando varios métodos de remogdo do fArmaco nio incorporado.

Técnica de Concentracdo Final de  Concentracdo Final de Eficiéncia de
Remocdo Farmaco (mmol/L) Lipidios (mmol/L) Encapsulagdo (%)
Ultrafiltragzo 0,33 3,24 0,77
Didlise 0,56 6,64 0,64
Cromatografia (.09 1,21 0,57

Para a remocio do composto terapéutico por ultrafiltragdo, inicialmente avaliou-se
o nimero de etapas necessdrias para a remocgio eficiente de farmaco livre. Através desta
andlise, realizada para uma solu¢Ho de isoniazida (na auséncia de vesiculas lipidicas) de
100 mmol/L. de concentracdc, sugere-se um minimo de quatro etapas de ultrafiltracdo para
atingir uma boa eficiéncia de separagdo na amostra. Os dados obtidos estdo apresentados na

Figura 5.6.

Nos ensaios realizados usando a técnica de ultrafiltracdo, o tempo necessério para
a separacao do farmaco livre foi iongo devido ac nimero de etapas requeridas, aspecto que

reduziria a viabilidade do uso desta técnica, principalmente em maiores escalas.

Dentre 0s métodos estudados, a técnica de remogdo por didlise tem a vantagem de
ser o método mais simples. Contudo, os novos gradientes de concentracdo formados
induzem a saida do composto encapsulado nas vesiculas, para se atingir novos estados de

equilibrio (Dipali e col.. 1996). Como resultado deste processo, provavelmente menores

eficiéncias de encapsulacdo poderiam estar sendo obtidas.
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Figura 5.6 - Avaliagdo do método de ultrafiltracio na remocdo do composto terapéutico

isoniazida de uma amostra com urna concentracdo de farmaco livre de 100 mmol/L.

Apesar de ter gerado a diluicio das preparacdes de lipossomas analisadas, a
separagdo por cromatografia de permeacéo em gel € de rdpida execucdo mostrando-se uma
técnica adequada para a remoc@o do composto livre, principalmente considerando-se que

neste estudo em muitas etapas n#o havia o requerimento de altas concentra¢des de fArmaco
¢ lipidios.

5.1.6 Preparacio e Caracterizagio de Lipossomas Extrudados Encapsulando

Isoniazida, Pirazinamida e Rifampicina por Incorporaciio Ativa

Um estudo inicial de encapsulagdo dos firmacos em vesiculas preparadas pela
metodologia de hidratacdo do filme lipidico seco de lipidios foi realizado pela necessidade

de comparar os resultados em um sistema experimental obtido a partir de metodologias
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classicas com os resultados no novo método ou sistema, como o método de injecdo de
etanol. Vesiculas lipidicas utilizadas para a incorporagio ativa dos farmacos isoniazida,
pirazinamida e rifampicina foram preparadas a partir da hidratacio do filme lipidico seco
de SPC/Col com solucio de tampao citrato a pH 4,0. As vesiculas lipidicas unilamelares
obtidas por extrusdo apresentaram uma distribuicio de tamanhos bimodal com valores de

didmetros de até 500 nm (Figura 5.7).
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Figura 5.7 — Distribuicdo de tamanhos de lipossomas vazios de SPC/Col obtidos pelo

método de extrusio. Didmetros médios das duas populacdes de lipossomas: 137 nm
(44,6%) € 354 nm (55,4%). Indice de polidispersdo de 0,12.

Embora o didmetro nominal de poro das membranas de policarbonato empregadas
na homogenizacio de tamanho fosse de 400 nm, os tamanhos dos lipossomas preparados
por esta técnica geralmente apresentam discrepncia neste sentido, devido provavelmente &
desestruturagdo e re-estruturacao das vesiculas observadas nos processos de extrusdo a
elevadas temperaturas. Este fato € demonstrado por diversos pesquisadores, conforme
discatido por Costa (2000},
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As solugBes aquosas dos agentes terap@uticos diretamente dissolvidos em HEPES
a 10 mmol/L e pH 7.4, no caso dos compostos isoniazida e pirazinamida, e dissolvido no
mesmo tampdo apds sua recristalizacdo a partir de uma solucio de cloroférmio/metanol
para o farmaco rifampicina, foram incorporadas a lipossomas titulados a um pH de 7,4 com

NayCOs, apresentando um gradiente de pH de cerca de 3.4 unidades.

As vesiculas contendo isoniazida, pirazinamida e rifampicina encapsuladas
ativamente a uma razdo molar inicial formaco/lipidio de 0,19 para a isoniazida e 0,15 para
os dois firmacos restantes, apresentaram razdes molares finais composto terapéutico/lipidio
em média de 0,0550; 0,0200 e 0,0073, equivalentes a eficiéncias de encapsulacio de
28,9%; 13,3% e 4,9%, respectivamente. Estas eficiéncias de encapsulac@o sio mais baixas
que as obtidas anteriormente para vesiculas de DSPC/Col preparadas através da mesma
metodologia (Justo, 1999), respectivamente, de 100%, 100% e 20%, devendo-se destacar
que a composi¢io utilizada na preparagdo das vesiculas lipidicas foi diferente, o que
poderia ter afetado a incorporagdio dos compostos terapduticos, devido a alteragBes na
permeabilidade da membrana dos lipossomas. Outra possivel explicagio para a menor
incorporagdo dos firmacos em comparacdo aos resultados obtidos anteriormente (Justo,
1999) fundamenta-se no tipo de método de deteccdo dos farmacos. A concentracio dos
compostos encapsulados pode ter sido superestimada em funcdo de se ter utilizado etanol
para o rompimento dos lipossomas, método este que envolve grande diluicio da amostra e

estd associado a erros de medida consideridveis.

5.2. Preparag¢io e Caracterizacio de Lipossomas Encapsulando Agentes

Tuberculostaticos por Injecio de Etanol em Pequena Escala

O desenvolvimento natural de processos ou produtos quimicos parte de uma escala
de produc@o menor para uma escala maior. Nesta primeira escala, tendo em vista sua maior
flexibilidade e menor custo de operacdo, € necessdrio verificar sempre os dados bdsicos
sobre 0 processo assim como a produtividade e o rendimento do produto de interesse sob 0

ponto de vista econdmico antes de se ampliar a producdo para uma escala maior.
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5.2.1. Efeito de Diferentes Matérias-Primas nas Caracteristicas dos Lipossomas

As vesiculas unilamelares foram preparadas segundo o método de injegdo de
etanol em pequena escala como descrito anteriormente, usando duas composicOes distintas,
uma com DSPC/Colesterol e a outra contendo fosfatidilcolina natural de soja,

SPC/Colesterol, ambas a raz8es molares de 60:40 mol%.

A concentracao lipidica final das vesiculas unilamelares obtidas pelo método de
injecdo de etanol foi diretamente influenciada pela méxima solubilidade dos lipidios em
questiio no solvente. Para a mistura de DSPC/Col atingiu-se uma concentragio inicial
méxima de lipidios de 80 mmol/L, correspondente a concentraces de 48 mmol/L. para a
DSPC e 32 mmol/lL de Col. Para as vesiculas lipidicas de SPC/Col, uma concentragio
lipidica final de 100 mmol/L. (60 mmol/L de SPC e 40 mmol/L de Col) foi obtida. Para a
obtencdo de solugdes limpidas e homogéneas dos lipidios em etanol, foi necesséria a

sonicacdo das amostras durante 10 minutos a 45 °C.

Trés diferentes lotes de amostras de vesiculas de DSPC/Col foram preparados e
apresentaram didmetros médios de 120 nm, 183 nm e 230 nm, com populagbes pouco
heterogéneas conforme se pode verificar na Figura 5.8, que ilustra o perfil tipicamente
obtido. Lipossomas compostos por SPC/Col obtidos por este procedimento apresentaram
distribuigdo comumente bimodal, com populacdes de didmetros médios de 82 nm e 202 nm

(Figura 5.9).

Estas vesicuias lipidicas, quando vazias e estocadas a 5 °C em geladeira, foram
aparentemente mais estdveis gue as extrudadas, as quais tendiam 2 formagdo de
precipitados com malor facilidade e em um menor tempo. Uma amostra de vesiculas de
DSPC/Col com didmetro médio de 120 nm foi submetida ao processo de congelamento-
descongelamento com ¢ objetivo de metlhorar a distribuicZo de solutos. O aumento no

volume de encapsuiacio do tampdo de hidratacio induzit um aumento de

aproximadamente 40nm no didmetro médio final dos lipossomas.
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Figura 5.8 — Distribuicdo tipica de tamanhos de lipossomas vazios de DSPC/Col obtidos
pelo método de injecio de etanol, com diimetro médio de 120 nm. Indice de Polidispersdo
de 0,14.

Nota-se que, nas condicles testadas, os didmetros médios das vesiculas foram
significativamente superiores aos valores inicialmente citados na literatura, de
aproximadamente 25 nm (Batzri ¢ Korn, 1973). Também se pode observar que o método de
injecdo de etanol em escala de bancada nio permitiu controlar o efeito de algumas varidveis
operacionais nas caracteristicas finais dos lipossomas, como a velocidade de injegao no
tamanho médio das vesiculas preparadas, obtendo-se populacdes com grandes diferencas de

tamanhos, o que indicou baixa reprodutibilidade.
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Figura 5.9 — Distribuicio de tamanhos de lipossomas vazios de SPC/Col obtidos pelo
método de injecao de etanol. Didmetro médio de 82 nm (74,6%) para a primeira populacéo
e de 202 nm (25.4%) para a segunda populacio de particulas. Indice de polidispersdo de
0.16.

5.2.2. Encapsulaciio Ativa de Isoniazida

Os resultados obtidos na incorporacgio ativa de isoniazida em vesiculas de DSPC/Col,
ilustrados nas Figuras 5.10 e 5.11, mostram que o acimulo deste composto terapéutico
nestas vesiculas preparadas pelo método de injecdo de etanol manual é sensivel a variagdes
nas razdes molares iniciais farmaco/lipidio utilizadas durante a incubagdo. O aumento nas
razdes molares iniciais isoniazida/lipidio de 0,03 a 0,1 implica no aumento da eficiéncia de
encapsulagdo para 100%. Entretanto, para razdes molares iniciais farmaco/lipidio de 0,1 a

0,35 ocorre uma diminuicdo nos valores das razdes molares finais isoniazida/lipidio e,
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conseqlientemente, valores menores de eficiéncia de encapsulagdo sdo obtidos,
possivelmente devido & ocorréncia de rearranjos na bicamada lipidica das vesiculas em
decorréncia da exposic@o a altas concentracdes de farmaco. Para razdes molares iniciais
superiores a 0,35, aparentemente € alcancado um platd, indicando a possivel existéncia de

saturacdo na encapsulagio do farmaco nas vesiculas.

0,10~ n —A—] ipossomas de 120 nm
1 de didmetro médio

0,08 - —@—Lipossomas de 183 nm
z de didmetro médio

0,06 - —0O—Lipossomas de 230 nm

de didimetro médio

- a g %

0,02 s

Razfo Molar Final Isoniazida/Lipidio

T Y T

0900 i 1 ' 4 i | i i i ' 1 ?
0,0 0.2 04 0,6 0.8 1,0 1,2 1.4 1,6

Razio Molar Inicial Isoniazida/Lipidio

Figura 5.10 - Efeito da razdo molar inicial isoniazida/lipidio na razio molar final
isoniazida/lipidio de vesiculas de DSPC/Col obtidas por inje¢@o de etanol em pequena

escala, preparados em trés lotes distintos.

Este comportamento foi também observado para lipossomas de DSPC/Col com
diametro médio de 230 nm incubados com isoniazida usando razdes molares iniciais
farmaco/lipidio de 0,5, 1,0 e 1,5. Os valores das razdes molares finais farmaco/lipidio para
este sistema foram muito proximos aos valores obtidos para os lipossomas com didmetros

médios de (183 nm).
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Figura 5.11 - Efeito da razio molar inicial isoniazida/lipidio na eficiéncia de encapsulagido
para vesiculas de DSPC/Col obtidas por injecio de etanol em pequena escala, preparadas

em 3 lotes distintos.

Os resultados apresentados diferem dos obtidos por Justo (1999), nos quais uma
eficiéncia de encapsulacdo de 100% foi obtida para este farmaco quando se utilizou uma
razdo molar inicial de 0,2 ¢ as mesmas condicdes de incubagdo. Entretanto, naquele
trabalho foram empregados lipossomas obtidos por extrusdo, que apresentavam didmetros
médios superiores. Vesiculas lipidicas maiores tendem a reter no seu interior um maior
volume aquoso, o que provavelmente facilitaria a acomodacio de maior ntimero de
moléculas do farmaco. Qutra possibilidade é que estas vesiculas apresentem também
mudang¢as no empacotamento da membrana lipidica, o que afetaria a entrada da molécula

de farmaco no sistema.

Durante a estocagem por quatro semanas a 5 °C dos lipossomas encapsulando
isoniazida preparados nas diferentes razdes molares inicias farmaco/lipidio mencionadas,

nfio se verificou variacdes significativas no didmetro médio dos lipossomas.
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Foi avaliada também a incorporagio de isoniazida nas vesiculas submetidas ao
processo de congelamento-descongelamento antes da encapsulacfo do farmaco, na tentativa
de atingir melhores resultados na encapsulacio do composto terapéutico. Lipossomas de
DSPC/Col de difmetro médio de 160 nm foram incubados com a solugio do farmaco a
razao molar inicial composto terapéutico/lipidio de 0,2. Apds a remogdo por didlise do
composto terapéutico ndo encapsulado, as vesiculas obtidas apresentaram uma razio molar
final farmaco/lipidio de 0,041. Este valor correspondente a uma eficiéncia de encapsulacio
de cerca de 21%, valor este proximo ao obtido para as vesiculas obtidas por injecdo manual
de etanol incubadas na mesma razdo molar inicial e ao obtido para as vesiculas extrudadas
incubadas em uma razdo molar inicial farmaco/lipidio de 0,19, indicando que ndo ha
beneficio adicional em se incorporar esta nova etapa, trabalhosa e energeticamente onerosa

no processamento das vesiculas.

As vesiculas lipidicas de SPC/Col preparadas pelo procedimento de injecdo de
etanol em pequena escala foram incubadas com uma solucdo do firmaco em uma razao
molar inicial composto terapéuticoflipidio de 0,15. Apés a encapsulagdo e a separac@o do

composto ndo encapsulado por didlise, foi realizada a caracterizacdo dos lipossomas.

Para estes lipossomas encapsulando isoniazida, a eficiéncia de encapsulagéo foi de
42,0% correspondente a uma razdo molar final composto terapéutico/lipidio de 0,063. Este
resultado foi superior ao obtido no trabalho desenvolvido por Calheiros (2001), no qual
valores de eficiéncias de incorporagdo muito baixos foram obtidos (maximo de 16%),
embora tenham sido empregadas outras condigbes de incubagio do farmaco com as

vesfculas, o que pode ter sido a causa desta diferenca no comportamento.

O didmetro médio das vesiculas lipidicas encapsulando isoniazida, apds a
incorporac@o ndo apresentou mudangas significativas em relagfo ao didmetro médio inicial.
Esta estabilidade foi mantida também durante o periodo de estocagem de quatro semanas a
5°C.

A tabela 5.2 sumariza os principais resultados obtidos para a incorporagio de

isoniazida, mostrando que apenar de se poder atingir elevadas eficiéncias de encapsulagéo,

baixas razdes molares finais farmacof/lipidios sao observadas.
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Tabela 5.2 — Eficiéncias de encapsulagBo obtidas para a incorporagio de isoniazida em

lipossomas preparados por injecdo de etanol em menor escala.

Amostra*

6 7 8 9 10

Ly

Caracterizacdo | ] 2 3 4

Razdo Molar Inicial ' 0,03 0.1 02 035 05 05 10 15 02 0I5
Férmaco/Lipidio |

Eficiéncia de i56._7 100 26,2 74 46 46 2,2 22 21,0 420
Encapsulacio (%) 52 26 28

*As amostras na faixa de | a 5 correspondem aos lipossomas de DSPC/Col com diametro
médio de 120 nm e as amostras 6, 7 e 8 correspondem 2s vesiculas de DSPC/Col com
didmetro médio de 183 e 230 nm, respectivamente. A amostra 9 refere-se s vesiculas de
DSPC/Col submetidas ao congelamento-descongelamento e a nimero 10 aos lipossomas de

SPC/Col.

5.2.3. Encapsulacio Ativa de Pirazinamida

Vesicuias lipidicas compostas de SPC/Col com 110 nm de didgmetro médio
preparadas em escala de bancada por iniec@o de etanol foram incubadas a uma razdo molar
inicial composto terapéutico/lipidio de 0,15. Ap6s a encapsulagio e a remocfo do composto
ndo encapsulado por didlise, verificou-se uma eficiéncia de encapsulagfo de 16,7%. Este

valor correspondente a urna razdo molar final composto terapéutico/lipidio de 0,025.

O valor final obtide é menor gue os atingidos na encapsulagfo ativa de isoniazida
nas mesmas condicdes. provavelmente devido as diferencas nas caracteristicas fisico-
quimicas destes compostos. principalmente com relaco aos valores de pKa e 2 solubilidade
das espécies protonadas no solvente intravesicular. Nota-se certa discrepéncia em relagio
aos valores de pKa da isoniazida citados na literatura, entretanto ha uma convergéncia para
valores proximos a 2.0: 3,6 ¢ 10.8, destacando-se, que este farmaco sofre ionizacdo em dois

diferentes grupos. Para a pirazinamida, verifica-se um valor de pKa de 0,5 (Merck Index,
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1996), o que poderia explicar que das moléculas neutras de firmaco que entram na vesicula
uma pequena parte estaria sofrendo ionizagfio e a maioria estaria retornando a fase aquosa

externa no pequeno periodo de tempo.

Entretanto, um valor de eficiéncia de encapsulagio de 100% foi obtido para
vesiculas de DSPC/Col preparadas por extrusdo encapsulando ativamente pirazinamida
(Justo, 1999). Conforme mencionado anteriormente, este fato poderia ser devido a que 0s
lipossomas obtidos por injecdo de etanol apresentam tamanhos relativamente menores que
os obtidos por hidratagio do filme lipidico seco segnido de extrusdo e podem apresentar
também mudancas no empacotamento de suas bicamadas. A diferenca na composigdo
lipfdica das vesiculas pode também ter aprecidvel contribui¢io, uma vez que se verificaram
variacOes na incorporacfo ativa de isoniazida em lipossomas preparados por injecio de

etanol em pequena escala quando mudangas na composicio eram realizadas.

O didmetro médio das vesiculas lipidicas apds a incorporagio do farmaco ndo
apresentou mudancas significativas em relacio ao didmetro médio inicial das vesiculas,

estabilidade apresentada também durante o periodo de estocagem de quatro semanas a 5 °C.

5.2.4. Encapsulagio Ativa e Passiva de Rifampicina

A incorporacio ativa de rifampicina em vesiculas de SPC/Col incubadas com o
farmaco a uma razao molar inicial composto terapéutico/lipidio de 0,15 permitiu obter uma
eficiéncia de encapsulacio de 12,7%, correspondente a uma raziio molar final
farmaco/lipidio de 0,019. Este valor deferiu substancialmente do valor de eficiéncia de
encapsulagdo atingido (20%) quando da incorporagfio ativa de rifampicina em vesiculas
lipidicas de DSPC/Col preparadas por hidratacio do filme lipidico seco seguida de

extrusio.

Pode-se observar também que este valor foi inferior aos atingidos pelos farmacos
isoniazida e pirazinamida nas mesmas condigdes de encapsulag@o, o que pode ser atribuido
ao forte cardter hidrofébico e a elevada massa molecular da rifampicina (823 Da). Estas

caracteristicas associadas possivelmente dificultam a permeag@o do fiarmaco através da
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bicamada lipidica. Para a rifampicina, ndo foram encontrados até o momento na literatura
valores de pKa, 0 que nio permitiu uma analise da influéncia deste fator na eficiéncia de

incorporacio ativa do composto.

A incorperacgdo ativa do farmaco rifampicina ndo mudou o didmetro médio das
vesiculas lipidicas em relacdo ao didmetro médio inicial. Estas vesiculas mostraram
também grande estabilidade durante o periodo de estocagem de quatro semanas em

geladeiraa 5 °C.

Foi avaliada também a encapsulagdo passiva de rifampicina pelo método de
injecdo de etanol em escala de bancada de acordo com o procedimento descrito
anteriormente. Os lipossomas foram preparados a partir de misturas de SPC/Colesterol € o
composto rifampicina no solvente etancl a uma raz&o molar inicial farmaco/lipidio de
0,122, Este valor de razdc molar inicial foi limitado pela solubilidade do composto
terapéutico no solvente orgénico. Neste estudo foram testadas duas metodologias para a
remogio do composto ndo encapsulado nas vesfculas, a cromatografia de permeacio em gel

e a didlise.

As vesiculas lipidicas unilamelares obtidas apresentaram didmetros médios iniciais
de 170 nm, valor este nédo alterado apés a separacio do farmaco livre por ambas as técnicas.
As razoes molares finais farmaco/lipidio obtidas foram de 0,026 para as vesiculas tratadas
por cromatografia de permeacdo em gel ¢ de 0,017 para as vesiculas tratadas por didlise,
correspondentes a eficiéncias de encapsulacdo de 21,3% e de 13,9% respectivamente,
préximas as verificadas na encapsulacdo ativa do firmaco em lipossomas obtidos por
injecdo de etanol. Como previsto, a retengdo do farmaco foi possivelmente afetada pelo
processo de didlise, embora para ambas as metodologias de remog¢do do farmaco néo
incorporado as eficiéncias de incorporaciio mostraram-se bastante reduzidas, possiveimente
devido & elevada massa molecular da rifampicina e ao aprecidvel volume da molécula, o

que dificultaria sua acomodag¢ao na bicamada das vesiculas.

Os resultados apresentados foram meihores que os obtidos quando da
encapsulacdo passiva do composto terapéutico em vesiculas lipidicas extrudadas de

DSPC/Col (Justo. 1999). no qual a encapsulacao passiva nfo conduziu a incorporagédo do

farmaco nos lipossomas para uma razdo molar inicial farmaco/lipidio de 0,1.
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Durante um més apés a encapsulagdo do composto terapéutico rifampicina nas
vesiculas lipidicas, os didmetros médios dos lipossomas permaneceram praticamente
constantes, © que indicou novamente a boa estabilidade das vesiculas obtidas por esta

metodologia apoés a incorporacio do farmaco.

5.2.5. Encapsulaciio Ativa de Kanamicina

Dentre os farmacos estudados, a kanamicina estd associada a uma metodologia de
quantificac@o relativamente mais simples e sensivel que as empregadas com os outros
compostos. Testou-se entdo a encapsulacfo ativa da kanamicina em condiges similares as
empregadas para doxorrubicina (Mayer e col., 1990}, um farmaco que apresenta excelente
incorporacdo ativa em lipossomas, avaliando-se mais detalhadamente a influéncia de
varia¢gbes na razdo molar inicial formaco/lipidio nas caracteristicas finais das vesiculas
lipidicas preparadas por injecio de etanol em pequena escala. Foram avaliadas cinco razbes
molares iniciais ¢ a encapsulacio do firmaco foi realizada a 60 °C e 200 rpm por 10
minutos, O composto terapéutico ndo encapsulado nos lipossomas, com didmetros médios
de 98,2 nm, foi removido por cromatografia de permeacio em gel. Os resultados obtidos

neste estudo est@o apresentados na Tabela 5.3.

-

Nota-se que a incorporagdo ativa de kanamicina € sensivel & variacdo da
concentracdo inicial do composto terapéutico. O aumento nas razdes molares iniciais
farmaco/lipidio implicou em variacGes nas razdes molares finais. VariagcOes nas razbes
molares iniciais de 0,1 a 0,4 provocaram um aumento de 40% nas razdes molares finais,
embora os valores de eficiéncia de encapsulacdo tenham diminuido em 57%. Para valores
de razbes molares inicias superiores a 0,4, as razdes molares finais farmaco/lipidio e as
eficiéncias de encapsula¢io diminuiram consideravelmente. Estes valores de eficiéncias sio
menores que os obtidos para a encapsulagio ativa de doxorrubicina e de outros farmacos,
para os quais valores de até 100% foram obtidos por esta metodologia. Diversos motivos
podem ter levado a estes resultados. Sendo a kanamicina um composto terap€utico
altamente hidrofilico, um deles pode ser a dificuldade em atravessar a bicamada lipidica

hidrofébica das vesiculas e ser incorporado nas vesfculas.
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Tabela 5.3 — Incorporaciio ativa de kanamicina a 60 °C, 200 rpm por 10 minutos em

lipossomas de SPC:Col para distintas concentragdes iniciais do fdrmaco kanamicina.

Caracterizacido do sistema Razdo Molar Inicial Farmaco/Lipidio

H
£

0.1 . 02 0,4 0.8 16

Razdo Molar Final Farmaco/Lipidio 0,014 0,016 0,024 0,002 0,009

Eficiéncia de Encapsulacio (%) 14,00 8,00 6,00 0,25 0,56

5.2.5.1 Avaliagdo dos Efeitos das Varidveis Razio Molar Inicial Firmaco/Lipidio e

Temperatura na Encapsulag@o Ativa de Kanamicina nos Lipossomas de SPC/Col

A partir dos resultades obtidos nos ensaios discutidos anteriormente, enfocou-se a
determinacdo das condig¢bes otimas de encapsulacio ativa da kanamicina, uma vez que
apenas o aumento da razio molar inicial nio levou a valores elevados de razdo molar final
farmaco/lipidio, conforme mostrado no item anterior. Nestes ensaios, novamente,
empregou-se vesiculas preparadas por injecio de etanol e sonicadas, apresentando
didmetros médios dentro da faixa requerida para o tipo de aplicacdo terap€utica almejado
(131,5 nm).

Os planejamentos experimentais realizados para avaliar os efeitos dos fatores
temperatura e razac molar inicial fArmaco/lipidio ra eficiéncia de encapsulac¢do ativa da
kanamicina em lipossomas preparados por iniecio de etanol em escala de bancada foram
realizados para dois tempos de incubagi@o diferentes, 10 e 60 minutos. Inicialmente, néo se
considerou a varidvel tempo de incubacdo dentro da andlise estatistica para néo incluir um
parimetro cinético, uma vez que se ignorava quando seria atingido o equilibrio do sistema
em estudo. As condigbes experimentais empregadas sfo mostradas na Tabela 5.4

conjuntamente com os resultados obtidos na encapsulagio ativa do composto terapgutico

para os dois tempos de incubagio.
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Tabela 5.4 - Planejamentos experimentais 2° para a eficiéncia de encapsulagio da
kanamicina em lipossomas durante 10 e 60 minutos de incubag@o a diferentes temperaturas

e razbes molares iniciais farmaco/lipidios.

Tempo de Incubacdo
Ensaio  Temperatura (°C} (F/L) micial 10 minutos 60 minutos
F/lpmal E (%) | (Fll)gna E (%)
1 25,0 0,16 0.0368 23,00 0,0397 24,80
2 60,0 0,16 0,0387 24,20 0,1006 62,90
3 25,0 1,60 0,0352 2,20 0,0448 2,80
4 60.0 1,60 0,0816 5,10 0,0704 4,40
5 42,5 0,88 0.,0378 4,30 0,0704 8,00
6 425 0,88 0,0554 6,30 0,0466 5,30
7 425 0,88 0,0475 5,40 0,0537 6,10

“razdo molar inicial farmaco/lipidio
“*razdo molar final firmaco/lipidio

EETY . N o~
eficiéncia de encapsulacao

Para a kanamicina, as razdes molares finais farmaco/lipidio variaram entre 0,036 ¢
0,101 e as eficiéncias de encapsulacdo de 2,20 a 62,90%. Os melhores resultados de razdo
molar final farmaco/lipidio foram obtidos no ensaio 4 (10 minutos de incubacfo a 60 °C
com uma razdo molar inicial firmaco/lipidio de 1,6) e no ensaio 2 (60 minutos de
incubagdo a 60 °C com uma razdo molar inicial fArmaco/lipidio de 0,16). As melhores
eficiéncias de encapsulacdo obtidas foram para o ensaio 2 nos dois tempos de incubagdo
estudados, no qual se tinha uma raz&o (F/L)incia de 0,16 e uma temperatura de incubagfo de
60 °C. Os ensaios nos quais a temperatura foi inferior a este valor ndo apresentaram razoes
molares finais farmaco/lipidio maiores que 0,07 e eficiéncias de encapsulagio maiores que

24,80%.
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Os efeitos estatisticos destes fatores sobre a razio molar final fArmaco/lipidio ¢ a

eficiéncia de encapsulacio da kanamicina sdo discutidos a seguir.

Segundo a Tabela 5.5 quando se incubou o composto terapéutico durante 10
minutos, nenhuma das varidveis estudadas foi estatisticamente significativa para um nivel
de confian¢a de 93% sobre a razdo molar final formaco/lipidio. Pode-se notar também que

os valores de p para os termos lineares sio elevados (maiores que 0,1).

Tabela 5.5 - Estimativa dos efeitos para 10 minutos de incubacio na razdo molar final

farmaco/lipidio da kanamicina.

Efeito Desvio t(2) r Lim.Conf Lim.Conf
Padréo -95% +95%
Média 0,047 0,6032 14,843 0,0045 0,034 0,062

(1) Temperatura (°C) 0,024 0.0083 2,822 0,1060 -0,013 0,061
(2) (F/L)inicia 0,021 0,0083 2,469 0,1323 -0,016 0,058

(1 x(2) 0,022 0,0085 2,587 0,1226  -0,015 0,059

A variagdo da temperatura resultou no mesmo comportamento verificado pela
razdo molar inicial farmaco/lipidio, implicando um acréscimo nos valores de razdes
molares finais (F/L). Quando o tempo de incubacdo do composto terapéutico durante a
encapsulagdo ativa foi de 60 minutos, novamente nenhuma das varidveis independentes
estudadas foi estatisticamente significativa para um nivel de confianca de 95% sobre a

razdo molar final farmaco/lipidio (Tabela 5.6).

Nota-se também que o valor de p da varidvel temperatura seria relevante com a

diminuicio deste limite de confianga para 90%. Os resultados estatisticos obtidos para este

limite de confianca sdo mostrados na Tabela 5.7,
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Tabela 5.6 - Estimativa dos efeitos para 60 minutos de incubagio na razio molar final

farmaco/lipidio da kanamicina.

Efeito Desvio t{2) r Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -95% +95%
Média 0,061 0,0045 13,689  0,0053 0,041 0,080

(1) Temperatura (°C) 0,043 0,0118 3,647 0,0676 -0,008 0,094
(2) (F/L)inicial -0,013 0,0118 -1,103 0,3851 -0,064 0.038

(1) x (2) -0,018 0,0118 -1,527 0,2664  -0,069 0,033

Tabela 5.7 - Valores dos coeficientes de regressdo, desvio padriio, valor t, valor p e limites
de confianga (90%), obtidos do planejamento fatorial para 60 minutos de incubacdo na

razdo molar final farmaco/lipidio da kanamicina.

Coef. de Desvio t(2) p Lim.Conf Lim.Conf
Regressdo  Padrdo -90% +90%

Média 0,0610 0,00446 13,689 0,0053 0,048 0,074
(1) Temperatura (°C) *  0,0215 0,00590 3,647 00676 0,004 0,039
(2) (F/L)inicial -0,0065 0,00590  -1,103 00,3851 -0,024 0,011

1Hx(2) -0,0090 0,00590  -1,527 02664 -0,026 0,008

*fator estatisticamente significativo a 90% de confianca

A Equacdo 5.1 descreve a resposta da razio molar final farmaco/lipidio (F/Lgiay)
da kanamicina como funcfo das varidveis independentes analisadas para 60 minutos de
incubagdo do composto terapéutico com as vesiculas lipidicas, através dos resultados
apresentados anteriormente na Tabela 5.7. A andlise da varifincia deste modelo ¢ mostrada

na Tabela 5.8.
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(F/L)sinw: = 0,0610 + 0,0215 x X1 5.1

X1: varidvel codificada da temperatura.

Tabela 5.8 - Analise da varifncia para a razdo molar final farmaco/lipidio da kanamicina

nas vesiculas de SPC:Col obtidas por injecdo de etanol.

Fonte de Soma Graus de Meédia Teste F
Variacdo Quadratica Liberdade Quadrdtica
Regressdo 0,001849 1 (,001849 10,81
Residuo 0.000855 5 0,000171
Falta de Ajuste 0.,000577 3
Erro Puro 0,000278 2
Total 0.002704 6

Coeficiente de correlagio R’=0.684

Fo90,1:5=4,06

Como se pode observar, os valores dos coeficientes de correlacdo (0,684) e do
coeficiente do teste F (valor calcuiado 2,66 vezes maior que o valor tabelado) mostram gue
o modelo linear proposto nio € estatisticamente adequado para ajustar o sistema de dados
obtidos. Segundo Barros e col. (1995}, se se verifica que 0 Feacutado € maior que 0 Fipelados
tem-se evidéncia estatistica suficiente para supor a existéncia de uma relacfo linear entre as
vardveis, ¢ quanto maior o valor do Foycude mais adequado. Porém, nem sempre uma
regressdo dada como significativa pelo teste F é qtil para realizar previsdes. Na prética
pode-se considerar uma regressic como Util para fins de previsdo se o valor do Feacytago for,

pelo menos, cerca de dez vezes o valor do ponto da distribuicdo F com o ndmero

apropriado de graus de liberdade, no nivel de confianca escolhido (Box e Wetz, 1973; Box

e Draper, 1987).
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Na figura 5.12 pode-se comparar mais diretamente os efeitos das varidveis
independentes estudadas, para ambos os tempos de incubacglo, sobre a razdo molar final
farmaco/lipidio. Observa-se que em ambas as situacbes a varidvel que mais eleva a razdo

molar final € a temperatura de incubac3o.

0,055 -
0,04 -

0,025 -

Efeitos

0,01 -

-0,005 -

-0,02 -

(DX(2)

(D)Temperatura
(2)F/L{inicial)

Figura 5.12 — Resultados dos efeitos das varidveis independentes estudadas e de sua
interacio sobre a razdo molar final kanamicina/lipidio incubada durante 10 (m) e 60

minutos (1) nas vesiculas de SPC:Col.

De modo geral, para a obtencio de razdes molares finais farmaco/lipidio (F/Lsineis)
maiores, poderia ser cogitada a hipbtese de expansio do planejamento estatistico,
estudando-se as varidveis independentes mais significativas em outras faixas. Contudo, no
planejamento aqui empregado, ja se havia selecionado condigdes muitos préximas ao limite
operacional da varidvel temperatura, uma vez que para o sistema em estudo n3o € vidvel a
utilizagdo de temperaturas de encapsulagdo maiores que 60 °C, pois poderia haver
degradagdo do composto terapéutico e dos lipfdios. Razdes molares iniciais
farmaco/lipidios diferentes poderiam ser estudadas e seus efeitos nas razdes molares finais
dos sistemas ¢ nas eficiéncias de encapsulagio do composto terapéutico poderiam ser

analisados. Uma andlise do tempo de incubacdo como varidvel independente também
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poderia ser interessante, uma vez gue 0s resultados obtidos poderdo diferir para cada tempo

analisado.

A analise estatistica das eficiéncias de encapsulagdo da kanamicina obtidas para
um tempo de incubagdo de 10 minutos mostrou que a inica varidvel estudada
estatisticamente significativa para um nivel de confianca de 95% (Tabela 5.9) € a razéo

molar inicial farmaco/lipidio.

Tabela 5.9 - Esumativa dos efejtos para 10 minutos de incubagio na eficiéncia de

encapsulagdo da kanamicina.

Efeito Desvio t(2) p Lim.Conf Lim.Conf
Padréo -95% +95%
Média 10,0714 03786 26,6022 0,0014 8,443 11,700

(1) Temperatura (°C)  2,0500 1,0017 2,0466 0,1773 -2,260 6,260
2) (FL)nicia™ -19,9560  1,0017  -19,9168  0,0025 24,260  -15,640

(M x(2) 0,8500 1.0017 0,8486 0.4855 -3,460 5,160

*fator estatisticamente significativo a 95% de confianga

Quando realizada uma andlise estatistica para um nivel de confianca de 90%
observa-se que nenhurna outra varidvel independente analisada é significativa, o que sugere
a ado¢io do maior nivel de confianca. Na Tabela 5.10 é mostrada a analise da varifincia

(ANOVA) para os resultados obtidos da eficiéncia de encapsulag@o da kanamicina.

Pode-se observar pela ANOVA que o coeficiente de correlagdo obtido para o
modelo (de 0.76), e o valor do teste F nédo apresentaram bons resultados (Feacutado 2,41
vezes maior que Fuselado), indicando a inadequacdo do modelo obtido. Desta maneira, a

andlse dos resultados for efetuada com base nos efertos estimados de cada varijvel

independente ¢ seus efeitos de interacio.




Capitulo V: Resultados e Discusséio 119

Tabela 5.10 - Analise da variancia para a eficiéncia de encapsulagdo da kanamicina em

lipossomas de SPC:Col incubada durante 10 minutos.

Fonte de Soma Quadratica Graus de Média Teste F
Variacdo Liberdade Quadrdtica
Regressdo 398,0025 1 398,0025 15,95
Residuo 124,7918 5 24,9584
Falta de Ajuste 1227851 3
Erro Puro 2,0067 2
Total 522,7943 6

Coeficiente de correlagio R220,76

Fo90.1,5=6,61

Quando realizada a andlise estatistica dos resultados obtidos de eficiéncias de
encapsulac@o de kanamicina para um tempo de incubagio de 60 minutos, observou-se que
para um nivel de confianca de 95% as duas varidveis independentes estudadas e sua

interac@o foram estatisticamente significativas (Tabela 5.11).

Desta forma, a Equac@o 5.2 descreve a resposta da eficiéncia de encapsulacio da

kanamicina em funcfo das varidveis analisadas.

E(%) = 16,3286 + 9,9250 x X1 -20,1250 x X2 - 9,1250 x X1 x X2 (5.2)
X1: Variavel codificada da temperatura.

X2: Varidvel codificada da razio molar inicial farmaco/lipidio.
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Tabela 5.11 - Estimativa dos coeficientes de regressdo, desvio padrio, valor t, valor p e

limites de confianca (95%), obtidos do planejamento fatorial para 60 minutos de incubagio

na eficiéncia de encapsulacio da kanamicina.

Coef de  Desvio t(2) P Lim.Conf Lim.Conf
Regressdo Padrdo -95% +95%
Média 16,3286 0,52418 31,1509  0,0010 14,073 18,584

(1) Temperatura (°C)*  9,9250 0,69342 14,3131 0,0048 6,941 12,909
(2) (FL)ipicia™ -20,1250  0,69342 -290228 00012  -23,109 -17,141

(1) x (2)* -9,1250  0,69342 -13,1594 0,0057 -12,109  -6,141

*fatores estatisticamente significativos a 95% de confianca

A anilise da varifncia (Tabela 5.12) dos resultados de eficiéncias, mostra que além
do coeficiente de correlacdo ter sido baixo (0,82) o valor do Feauiado f0i menor que o valor

do Fapendo para o nivel de 95% de confianga (9,28), indicando a inadequagdo do modelo.

Tabela 5.12 - Andlise da varidncia para a eficiéncia de encapsulacdo da kanamicina em

lipossomas de SPC:Col incubada durante 60 minutos.

Fonte de Soma Quadrdtica Graus de Meédia Teste F
Variacdo Liberdade Quadratica
Regressao 2347,147 3 782,382 4,56
Residuo 514,447 3 171,482
Falta de Ajuste 510,600 1
Erro Puro 3,847 2
Total 2861,594 6

Coeficiente de correlacio R?=0,82

Fo953:5=9.28
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Nesta analise, a temperatura mostrou um efeito quase 10 vezes maior que o
verificado no estudo realizado com 10 minutos de incubagfo, provavelmente pelo fato que
com um tempo de exposicdo maior a uma temperatura superior a temperatura de transicio
de fases gel/liquido cristaline da lecitina de soja (50,4 °C), atingir-se-ia uma maior fluidez
nas bicamadas das vesiculas lipidicas, o que possibilitaria uma maior permeabilidade e a

melhor entrada do farmaco nos lipossomas.

Novamente, a anélise dos resultados foi efetuada com base nos efeitos obtidos para
cada variavel (Figura 5.13). A razdo molar inicial firmaco/lipidio foi a varidvel mais
significativa estatisticamente, sendo seu efeito, em termos absolutos, mais que oito vezes
maior que o verificado para a temperatura, sendo também maior o observado para a
interacdo das duas varidveis quando o tempo de incubaciio foi de 10 minutos, sendo o dobro

daquele apresentado pela temperatura e pela interagio de ambas quando o tempo foi de 60

mHNuLos.
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Figura 5.13 - Resultado dos efeitos da razdo molar inicial F/L, da temperatura ¢ de suas
interacbes sobre a varidvel resposta eficiéncia de encapsulagio da kanamicina em

lipossomas de SPC:Col preparados por injec@o de etanol, incubados por 10 (w) e 60

minutos (00) nas vesiculas de SPC:Col.
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Conforme a Figura 5.13 o efeito desta varidvel mostra que seu valor deve ser
mantido baixo para obter altas eficiéncias de encapsulagdo. No entanto, valores muito
menores que os escolhidos seriam poucos recomendédveis devido aos erros verificados na

deteccdo de concentra¢bes muito baixas de farmaco incorporado.

Uma vez que o tempo de incubacio mostrou-se uma varidvel importante no estudo
da razdo molar final farmaco/lipidio e na eficiéncia de encapsulacéo ativa da kanamicina,
decidiu-se realizar um novo planejamento experimental como uma maneira alternativa de
se interpretar os dados obtidos considerando o ensaio anterior como unico, tomando-se
como varidveis independentes a temperatura, a raz@o molar inicial farmaco/lipidio e o
tempo de incubacdo. Para isto, realizou-se um novo conjunto de experimentos em
quadruplicata nas condi¢Bes experimentais centrais, que uniu os dois lotes de ensaios

isolados ¢ originou um planejamento exponencial do tipo 2%,

Os lipossomas empregados apresentaram didmetros médios de 151,8 nm. Os
resultados obtidos da encapsulagfio do composto terapéutico nas condigdes experimentais
centrais emipregadas, sendo estas 42,5 °C, (FL)iica de 0,88 e 35 minutos de incubacfo,

estao apresentados na Tabela 5.13.

Tabela 5.13 — Novo conjunto de experimentos, na condi¢do central para a eficiéncia de

encapsulacdo da kanamicina em lipossomas.

Ensaio Temperatura (°C)  (F/L)iiciar  Tempo (minutos) (F/Lyama  Eficiéncia (%)

1 42,5 0.88 35 0,1206 13,70
2 42,5 0,88 35 0,1135 12,90
3 42,5 0,88 35 0,0801 9,10
4 42,5 0,88 35 0,1214 13,80

“razdo molar inicial firmaco/lipidio

“razdo molar final farmaco/lipidio
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A andlise estatfstica do planejamento experimental 2° mostrou os efeitos dos trés
fatores estudados sobre a razdo molar final farmaco/lipidio e a eficiéncia de encapsulacio

da kanamicina. Estes efeitos estio mostrados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14 - Estimativa dos efeitos para a razio molar final farmaco/lipidio da

kanamicina.
Efeito Desvio t(3} P Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -90% +80%
Meédia 0,0738  0,0057 12,951 0,0010 0,060 0,087

(1) Temperatara (°C)*  0,0335 0,0140 2,399 0,0960 0,000 0,066
(2) (F/Linicial 0,0040 0,0140 0,286 0,7932 -0,029 0,037

Tempo (minutos) 0,0155 0,0140 1,110 0,3480 -0,017 0,048

(1) x (2) 0,0020 0,0140 0,143 0,8952 -0,031 0,035
(1)x(3) 0,0095 0,0140 0,680 0,5451 -0,023 0,042
(2) x (3) -0,0170  0,0140 -1,217 0,3105 -0,050 0,016
(x (2)yx(3) -0,0200  0,0140 -1,432 0,2475 -0.053 0,013

*fator estatisticamente significativo a 90% de confianca

Para um nivel de confianca de 95%, nenhuma das varidveis estudadas foi
estatisticamente significativa sobre a razio molar final farmaco/lipidio. Quando se reduziu
o limite de confianca para 90%, o tnico termo linear estatisticamente significativo foi a

temperatura de incubagio do farmaco.

A Tabela 5.15 apresenta a andlise de varidncia (ANOVA) para a razdo molar final
farmaco/lipidio. O coeficiente de correlacdo (0,33) e o teste F foram muitos baixos a 90%
de confianga. Assim, ndo foi possivel obter um modelo matemdtico que descrevesse
satisfatoriamente a resposta razdo molar final firmaco/lipidio em fun¢io das varidveis

analisadas.
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Tabela 5.15 - Andlise da varidncia para a razdo molar final firmaco/lipidio da kanamicina

em lipossomas de SPC:Col.
Fonte de Soma Quadrdtica Graus de Média Teste F
Variacdo Liberdade Quadratica
Regressdo (,002245 1 0,002245 2,1
Residuo 0,010669 10 0,001066%
Falta de Ajuste 0,009499 7
Erro Puro 0,001170 3
Total 0,012914 11

Coeficiente de correlagio R*=0,33

Fo.00:1;1023,29

Pela Figura 5.14, nota-se que a temperatura apresentou uma influéncia bem maior
na razio molar final do que as outras varidveis. Seu efeito foi de 1,7 a 17 vezes maior que
os verificados para os outros termos, sendo que um aumento desta varidvel de 0,16 para 1,6
invariavelmente provocou aumentos na (F/L)ana dos ensaios. Estes incrementos foram

superiores a 5%, chegando a aumentos de até 60%.

Pela andlise dos resultados do planejamento experimental realizado para avaliar as
varidveis que mais influenciam a eficiéncia de encapsulacio da kanamicina em lipossomas
preparados por injec@o de etanol e sonicagio, temos que a um nivel de confianga de 95%
todos os termos foram estatisticamente significativos (Tabela 5.16). Embora se tenha obtido
um bom coeficiente de correlacdo (0,96), a andlise da varidncia dos resultados mostrados
indica que ndo é possivel propor um modelo em fungio dos termos analisados, uma vez que

o coeficiente entre 05 valores do Feaeulado € 40 Fupeindo f01 relativamente baixo (2,3). Estes

resultados sao mostrados na Tabela 5.17.
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Figura 5.14 - Resultado dos efeitos da temperatura, da razdo molar inicial F/L, do tempo e

de suas interagOes sobre a razao molar final kanamicina/lipidio em lipossomas de SPC:Col

preparados por injeco de etanol em escala de bancada.

A andlise dos efeitos estatisticos de todos os termos independentes estudados
mostra que embora todos os pardmetros lineares sejam significativos para a eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco kanamicina em vesiculas lipidicas de SPC/Col preparadas em
escala de bancada, o valor do efeito provocado pela razdo molar inicial farmaco/lipidio
(F/Linicia) €, no mimimo, trés vezes superior aos valores dos efeitos apresentados pelas
outras varidveis independentes, mostrando também que apresenta um efeito negativo
aprecidvel, ou seja, um aumento no seu valor acarreta uma diminuicio na eficiéncia de

encapsulacdo deste agente terapéutico. A Figura 5.15 ilustra estes resultados obtidos para

uma melhor visualizagfo.
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Tabela 5.16 - Estimativa dos efeitos das varidveis estudadas na eficiéncia de encapsulacio

ativa da kanamicina.

Efeito Desvio t(3) }/ Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -95% +95%
Média 16,5750 0,6410 25,862  0,0001 14,535 18,615

(1) Temperatura (°C)y* 10,9500  1,5700 6,975 0,0060 5,954 15,946
(2) (F/L)uicin® -30,10600  1,5700  -19,173 00003  -35,096 25,104

Tempo (minutos)* 10,1000 1,5700 6,434 0,0076 5,104 15,096

(1) x (2 -8,7000  1,5700  -5542 00116 -13,696 -3,704
(1) x (3)* 8,000 1,5700 5669 00109 3904 1389
(2) x (3)* -10,1500 1,5700  -6465  0,0075 -15,146  -5,154

(M x(2)x 3)* -9,5500  1,5700  -6,083  0,0089 -14,546  -4,554

*fatores estatisticamente significativos a 95% de confianca

Tabela 5.17 - Andlise da variancia para a eficiéncia de encapsulagdo da kanamicina em

lipossomas de SPC:Col.

Fonte de Variacdo Soma Graus de Meédia Teste F
Quadrdtica Liberdade Quadratica

Regressio 2954,094 7 422,0134 13,99
Residuo 120,628 4 30,157
Falta de Ajuste 105,840 I
Erro Puro 14,788 3
Total 3074,722 11

Coeficiente de correlagio R*=0,96

FO,95;7;4=6:09
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Para este estudo, pode-se concluir que uma eficiéncia maxima de encapsulacgio do
farmaco kanamicina pode ser atingida com uma razdo molar inicial firmaco/lipidio
(F/Liniciar) de 0,16, uma temperatura de 60 °C e um tempo de incubacio de 60 minutos.
Entretanto, no caso em estudo, € relevante considerar que processos relacionados a etapas
longas de incubacdo geralmente tendem & elevacfio do custo associado ao produto final,
visto que seriam aumentados os gastos com a manutencdo de temperaturas elevadas por
longos periodos, além do que se aumenta a probabilidade de degradacdo térmica dos

compostos envolvidos.

15+
7.5 -
0_

-7.5 -
-15
-22,5

Efeitos

0
<
|

(HX(2)
(DX(3)
()X(3)

(3)Tempo
(DX(2)X(3)

=
=]
(&)
-
jomi
=
S
=~
&
—
[aM]
g

(1)Temperatura

Figura 5.15 - Resultado dos efeitos da temperatura, da razdo molar inicial F/L, do tempo ¢
de suas interacOes sobre a eficiéncia de encapsulacio da kanamicina em lipossomas de

SPC:Col preparados por inje¢ao de etanol.

5.2.6. Encapsulacgio Passiva de Kanamicina

A incorporacgio passiva de kanamicina foi avaliada em vesiculas lipidicas obtidas
pelo método de injecdo de etanol em escala de bancada de acordo com o procedimento
descrito anteriormente. Neste estudo os lipossomas foram preparados a partir de misturas

de SPC/Colesterol a uma razio molar de 60:40 mol%e o composto kanamicina foi
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solubilizado em tampao HEPES a pH 7,4 para a incorporagdo no cerne aquoso das

vesiculas.

A encapsulag@o passiva do composto terapéutico na fase aquosa foi avaliada a
razio molar inicial farmaco/lipidic de 20. As vesiculas obtidas apresentaram didmetros
médios de 157 nm, valor este ndo alterado apés a separagdo do farmaco livre por
cromatografia de permeacdo em gel. A razdo molar final composto terap€utico/lipidio
obtida foi de 0,29, correspondente a uma eficiéncia de encapsulacao de 1,45%. Este valor
de eficiéncia de encapsulag¢do foi menor que os obtidos nas incorporagdes ativas deste
composto em vesiculas obtidas pela mesma metodologia com tamanhos muito préximos,
entretanto a razao molar final foi significativamente maior. Embora o resultado da maior
razio molar final seja atraente do ponto de vista farmacoldgico, permitindo que maiores
dosagens do firmaco possam ser administradas com menor quantidade associada de
lipidios, o custo de producéo aumenta significativamente, pois uma quantidade tnicial bem

mais elevada de kanamicina € requenda.

Um més apds a encapsulagio passiva do farmaco no nitcleo aquoso dos
lipossomas, o didmetro médio das vesiculas lipidicas permaneceu praticamente constante,

indicando boa estabilidade estrutural dos lipossomas obtidos por esta metodologia.

Destaca-se que a incorporacio deste composto na bicamada lipidica nio pode ser
efetuada devido & limitada solubilidade do firmaco em etanol e por suas caracteristicas

predominantemente hidrofilicas.

5.2.7 Encapsulacio Ativa de Doxorrubicina

Estudos t€m mostrado que a doxorrubicina pode ser incorporada eficientemente
em lipossomas que apresentam gradientes de pH, internamente dcido (Mayer e col., 1990),
alcancando-se freqilentemente 100% de encapsulacio do farmaco. Em valores de pH
neutros, a doxorrubicina pode transitar livremente pela camada lipidica, entretanto, quando

em presenga de fons H* (pH 4cido) a doxorrubicina assume a forma protonada, que nao

permea a bicamada lipidica. Assim, quando em solugdo neutra em presenga de lipossomas
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com gradiente de pH, a doxorrubicina consegue transpor a camada lipidica e uma vez
atingido o iatenior icido do lipossoma, é impedida de transitar pela camada, ficando

portanto encapulada.

Este efeito de gradiente de prétons nas concentracdes do composto terap2utico nos

ambientes Interno ¢ externo das vesiculas & descrito pela equagio de Henderson-
Hasselbach:

[HA"]
[HA™]

interna interna

_[H]
[H7]

(3.3)

externa aexterna

Visto que o farmaco doxorrubicina tem sido incorporado com grande sucesso em
vesiculas lipidicas com gradiente de pH e sendo atualmente um composto terapéutico de
referéncia nos estudos de encapsulagio e liberagdo controlada de farmacos, uma detalhada
caracterizac@o da incorporacdo deste composto em lipossomas preparados no sistetna em
estudo poderia fornecer vérias informaces relativas as vesiculas empregadas, dentre elas a
permeabilidade das membranas lipidicas dos lipossomas, a estabilidade do gradiente de pH
das vesiculas e a capacidade de retencdo do composto encapsulado. Estes ensaios foram
realizados em escala de bancada, na qual hd maior flexibilidade operacional e menor custo

associado.

Os resultados obtidos na incorporacdo ativa em duplicata de doxorrubicina em
vesiculas de SPC/Col de 112 nm de didmetro médio preparadas pelo método de injecdo de
etanol em escala de bancada mostram que o acimulo do composto terapéutico € sensivel as
variagOes nas razdes molares iniciais firmaco/lipidio empregadas durante a incubagéo. Tais

resultados estido expressos nas Figuras 5,16 e 5.17.
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Figura 5.16 - Efeito da raz3o molar inicial doxorrubicina/lipidio na razdo molar final
doxorrubicina/lipidio de vesiculas de SPC/Col preparadas por inje¢o de etanol em escala

de bancada.

As eficiéncias de encapsulagdo atingidas foram altas, condizendo com valores da
literatura, na qual se encontram eficiéncias acima de 90% para este método (Mayer ¢ col,,
1990). Pode-se também notar que um aumento na razio molar inicial farmaco/lipidio
implica no aumento da razio molar final doxorrubicina/lipidio e, conseqlientemente,
valores maiores de concentragdo de fadrmaco encapsulado no interior aquoso das vesiculas

sdao obtidos.

Na faixa analisada n#o foi alcangado um platd, indicando que possivelmente as
vesiculas lipidicas ainda n3o se encontravam saturadas com o composto terapéutico,

embora valores de razdes molares iniciats farmaco/lipidios superiores a 2 sejam de dificil

obtencdo, devido a limitada capacidade tamponante do tampdo citrato.
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Figura 5.17 - Efeito da razio molar inicial doxorrubicina/lipidio na eficiéncia de
incorporacdo ativa de doxorrubicina de vesiculas de SPC/Col preparadas por injecdo de

etanol em escala de bancada.

Estes resultados permitem verificar que as vesiculas lipidicas de SPC/Col
preparadas pelo método de injecdo de etanol apresentam caracteristicas adequadas para a
encapsulacdo ativa de compostos terapéuticos, permitindo alcancar altas eficiéncias de
incorporacdo. Estes resultados indicam também que as baixas eficiéncias observadas na
incorporacdo dos agentes tuberculostdticos testados devem ser atribuidas tanto as
caracteristicas moleculares dos farmacos, quanto & composi¢io das vesiculas, sendo menos

dependentes do método de preparacgio das vesiculas em si.

Embora o sistema obtido para a doxorrubicina tenha se mostrado altamente
eficiente, a avaliacio da capacidade de retencio do formaco incorporado nestes lipossomas
durante a estocagem na forma de suspensdo aquosa é muito importante na analise de um
projeto que visa resultados passiveis de escalonamento industrial, resultados estes que serdo

discutidos a seguir.
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5.2.8 Estabilidade de Estocagem das Vesiculas Lipidicas de SPC/Col Encapsuiando

Ativamente Doxorrubicina

A estabilidade de estocagern das vesiculas lipidicas preparadas por injecao de etanol em
pequena escala com didmetro médio de 148 nm e encapsulando ativamente doxorrubicina
foi avaliada para uma amostra apresentando razdo molar inicial farmaco/lipidio de 0,53.
Este valor de razdo molar foi selecionado por ser intermédio com relagéo ao perfil total de
incorporaciio do farmaco, que variou de 0,05 a 1.8. Os resultados obtidos estdo mostrados

na Figura 5.18.
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Figura 5.18 — Resultados da eficiéncia de estocagem em geladeira a 4 °C dos lipossomas de
SPC/Colesterol preparados por injecdo de etanol em pequena escala encapsulando
ativamente o0 composto terapéutico doxorrubicina a uma razéo molar fdrmaco/lipidio de

0,35.

Observa-se que durante os cinco primeiros dias apds a estocagem, a reten¢ao do
farmaco foi superior a 90%, entretanto, apds este periodo, verificou-se um decaimento

continuo, que resultou na retencdo de apenas 60% da doxorrubicina inicialmente
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incorporada apds 30 dias. Estes resultados indicam que o gradiente de pH das vesiculas
lipidicas ¢ aparentemente estdvel durante cinco dias e que a utilizag8o das vesiculas para a
incorporagac de farmacos durante até trés dias, conforme empregado neste trabalho, €, a

priori, adequada.

Embora a liberac@o tenha sido acentuada para a amostra estocada em fase aquosa,
o mesmo talvez ndo se verifique para amostras liofilizadas, para as quais os efeitos do
elevado gradiente de concentragio de composto terapéutico entre as fases aquosas externas

¢ internas aos lipossomas seriam minimizados.

Uma vez que o sistema aquoso preparado em pequena escala ndo apresenta
retencio estdvel do farmaco encapsulado apds cinco dias, estudos adicionais para avaliar a
estabilidade do gradiente de pH estabelecido nas vesiculas e de estocagem dos lipossomas
preparados em uma escala ampliada sdo de relevincia para verificar se ocorre também a

liberacéo indesejada do farmaco neste sistema.

5.2.9 Estudo da Estabilidade do Gradiente de Proétons dos Lipossomas na

Encapsulacio Ativa da Doxorrubicina

Visto que o composto terapéutico doxorrubicina fol incorporado ativamente com
sucesso nas vesiculas lipidicas de SPC/Col obtidas por injecao de etanol com gradientes de
pH e que o estudo mostrou uma baixa capacidade de retencao do farmaco encapsulado apds
as primeiras horas, realizou-se¢ um estudo para avaliar a estabilidade do gradiente de pH
estabelecido pela passagem dos lipossomas em pH 4cido por colunas de permeac@o em gel
equilibradas com tampdo HEPES a pH 7.4. Uma baixa estabilidade deste gradiente
mostraria que ¢ composto inicialmente encapsulado e impermedvel a bicamada lipidica
poderia assumir uma forma neutra capaz de transitar livremente, ficando em equilibrio com

a fase externa as vesiculas.

As vesiculas empregadas nestes ensaios foram preparadas em escala de bancada e

na incorporacdo ativa da doxorrubicina foi empregada uma razdo molar inicial
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doxorrubicina/lipidio de 0,47. Nestas condigOes a eficiencia de encapsulac@o esperada seria

de cerca de 35% para vesiculas com didmetro proximos de 112 nm.

Os resultados obtidos na incorporacio ativa em duplicata do firmaco
doxorrubicina em vesiculas de SPC/Col de 227.8 nm e 210,7 nm de didmetro médio
respectivamente preparadas pelo método de injecdo de etanol com gradiente de pH de
aproximadamente 3,5 unidades mostram que o acimulo do composto terapéutico
doxorrubicina € sensivel ao periodo transcorrido apds o estabelecimento deste gradiente.

Tais resultados estao expressos nas Figuras 5.19 e 5.20.
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Figura 5.19 - Efeito do tempo decorrido ap6s o estabelecimento do gradiente prétons de pH
na razdo molar final doxorrubicina/lipidio em vesiculas lipidicas de SPC/Col obtidas por

injecdo de etanol em pequena escala, preparadas em 2 lotes distintos. Vesiculas lipidicas

com difdmetro médio de 227,8 nm (0) ¢ 210,7 nm ().
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Figura 5.20 - Efeito do tempo decorrido apds o estabelecimento do gradiente prétons na
eficiéncia de encapsulacdo ativa de doxorrubicina em vesiculas lipidicas de SPC/Col

obtidas por injecdo de etanol em pequena escala, preparadas em 2 lotes distintos. Vesiculas

lipidicas com didmetro médio de 227,8 nm (0) ¢ 210,7 nm (*).

Os valores dos didmetros médios obtidos para os dois lotes preparados foram
superiores aos obtidos anteriormente nas vesiculas preparadas por sonicagdo em pequena
escala. Provavelmente este fato se deve a uma maior viscosidade da solu¢do de lipidios em
etanol provocada pela baixa temperatura ambiente nos dias em que foram preparadas as
vesiculas lipidicas (inferior a 20 °C). Embora ndo tenha sido possivel efetuar o controle da
temperatura da solucdo etandlica de lipidios durante o desenvolvimento deste trabalho,
observou-se que quando a temperatura ambiente era menor que 20 °C, ocorria a

precipitac@o dos lipidios no tubo localizado na saida da bomba-seringa antes da injegdo.
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Pode-se observar que um aumento no tempo decorrido apés o estabelecimento do
gradiente de pH provocou uma desestabilizacdo do mesmo, principalmente apés 14 dias,
mas verificada mesmo em um curto perfodo ap6s a passagem das vesiculas pela coluna

cromatografica.

A eficiéncia de incorporacéio do farmaco imediatamente apds o estabelecimento do
gradiente de pH foi de 47%, portanto superior ao valor esperado, de 35%, em decorréncia

do maior didmetro das vesiculas lipidicas.

A incorporacao ativa do farmaco depois de transcorridas as primeiras 24 horas
teve uma diminuicdo na razéo molar final doxorrubicina/lipidic de aproximadamente 13%
¢, conseqiientemente, valores menores de eficiéncias de encapsulacio foram obtidos. Apds
as primeiras 72 horas depois de se estabelecer o gradiente de pH, a eficiéncia de
encapsulagao diminui em até 64%. De forma correspondente, a concentragao de farmaco
encapsulado no interior aquoso das vesiculas também teve uma diminuigio significativa
neste periodo, sendo obtidos nas primeiras horas valores na faixa de 0,22 mmol/L e apés
um més de estocagem das vesiculas a 5 °C em geladeira, esta concentracio de farmaco

incorporado ativamente diminui para 0,017 mmol/L.

Uma vez que este estudo mostrou uma baixa estabilidade do gradienie de pH das
vesiculas lipidicas principalmente durante as primeiras 72 horas, relizou-se entdo um estudo
no qual se avaliou mais detalhadamente este periodo, para lipossomas preparados por
sonicagiio com didmetro médio de 108,8 nm. Nestes ensaios foi utilizada uma razio molar
inicial farmaco/lipidio de 1, com eficiéncia de incorporacdo de até 69%. Embora as
eficiéncias de encapsulacdo obtidas para estas vesiculas tenham sido maiores gue as
atingidas anteriormente, provavelmente pela maior razio molar inicial empregada, os
resultados (Figura 5.21) novamente mostram a instabilidade do gradiente de pH
estabelecido. Trés dias apds a passagem das vesiculas lipidicas pela coluna cromatogréfica,
as razdes molares finais farmaco/lipidio diminuviram em 453% e, conseqilientemente,
menores eficiéncias de encapsulacdo foram obtidas. Estes resultados indicam claramente
que a incorporaco ativa de firmacos em lipossomas preparados por esta metodologia deve

ser efetuada tdo logo o gradiente de pH seja estabelecido nas vesiculas, sob pena de severa

reducdo na eficiéncia de encapsulagio em caso contrario.
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Figura 5.21 — Estabilidade do gradiente de prétons estabelecido em vesiculas lipidicas de
SPC/Col com didmetro médio de 108,8 nm obtidas por injecdo de etanol em pequena escala

na avalia¢@o da razdo molar final farmaco/lipidio (w) € na eficiéncia de encapsulaco (o).

5.3. Escalonamento da Producdo de Lipossomas Encapsulando Agentes

Tuberculostdticos por Injecio de Etanol

Comumente, em escala laboratorial, os lipossomas s@o preparados pelo método de
hidratacdo do filme seco seguida de extrusdo, metodologia de dificil escalonamento. Este
método foi empregado inicialmente neste trabalho para que se pudesse efetuar uma
comparacgdo entre as duas estratégias de preparacdo de lipossomas, a hidratacfio seguida de
extrusdo € a injeco manual de etanol também em escala de bancada. Em ambas as
metodologias a capacidade méxima de produc@o, de posse dos materiais e equipamentos

disponiveis no laboratério, era de até 20 mL.




Capfiulo V: Resultados e Discussdo 138

A obten¢do automatizada de lipossomas pelo método de injego de etanol foi
realizada através do uso da instalagdo experimental para o escalonamento do processo
mostrada na Figura 4.3. A injecfio nesta etapa foi realizada com uma bomba seringa
podendo-se empregar seringas de até 60 mL de capacidade volumétrica. Considerando que
o volume de solvente organico representa em torno de 5% do volume total preparade de
suspensdo de lipossomas, pode-se entdo preparar um volume de lipossomas de até 1,21, o

que representa uma ampliac@o de escala de 60 vezes.

Desta forma, a escala de preparagdo ndo pode ser aumentada mais que 60 vezes

em decorréncia de limitacdes fisicas da bomba injetora.

Em um sistema no qual dois fluidos completamente misciveis sdo misturados,
quase sempre verifica-se regides ricas em um fluido e regides ricas no outro, caso a mistura
seja ineficiente. Quando o tempo requerido para estes dois fluidos formarem uma mistura
homogénea ndo for muito curto com relagiio ao tempo necessario para OCOITErem OULros
possiveis processos, considera-se que estes possam estar ocorrendo durante o processo de
homogeneiza¢do ou quando as moléculas de um fluide entram em contato com as
moleculas do outro. Este € o caso dos processos envolvendo fluidos muito viscosos ou
processos muitos rdpidos como o método de preparagio de lipossomas por injecio de
etanol. Nestes sisternas uma homogeneizagiio adequada € de importincia primdéria e
freqiientemente 2 uniformidade das particulas relaciona-se com a energia gasta para
homogeneizar os fluidos. O tamanho e algumas propriedades fisicas das particulas sdo
intimamente influenciados pela velocidade do processo e pela distribui¢do das moléculas.
Mesmo em sistemas homogéneos muitas outras varidveis podem afetar a taxa de mistura,

como a temperatura, a pressio e a composicio das fases (Levenspiel, 1999).

A homogeneizagdo das amostras foi realizada através de um agitador de hélice
mecénico e a temperatura da solucio aquosa nesta etapa foi controlada por um banho

termostatico.

Nesta instalacdo experimental, foi realizado o estudo da influéncia de varidveis
operacionais envolvidas no processo de preparacio dos lipossomas como a intensidade de

agitacdo, a vazdc de injecio da solucdo orglnica, a temperatura da fase aquosa e a

concentracdo inicial de lipfdios. As caracteristicas finais analisadas nas vesiculas obtidas
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foram o difmetro médio final das vesiculas ¢ a eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos
pirazinamida e kanamicina. A incorporacdio dos farmacos foi efetuada em condigGes
6timas, conforme estabelecido nos experimentos em pequena escala, buscando-se um
comprometimento entre a eficiéncia de incorporagdo ¢ a estabilidade dos compostos

testados.

Este estudo foi realizado utilizando-se comno ferramenta estatistica o planejamento
experimental. As varidveis operacionais escolhidas foram estudadas em um planejamento
experimental com repetigdo no ponto central e em dois niveis, mostrados na Tabela 5.18.
Devido a limitagdes na solubilidade dos lipidios no solvente orginico etanol, os ensaios
foram realizados avaliando-se uma faixa de concentracio inicial de lipidios de 50 mmol/L. a

100 mmol/L.

Embora a reprodutividade no tamanho médio das vesiculas lipidicas preparadas
por este procedimento possa ser considerada como relativamente boa, a maior limitacio
desta metodologia é a obtengfo de dispersoes de lipossomas diluidas (concentra¢io méxima
de 5 mmol/L)}. Este fato foi abordado e fez-se uma tentativa de contorna-lo adicionando-se
dimetilsulfoéxido (DMSO) na composi¢io da solugdo de lipidios em etanol, conforme
sugerido por Szoka (1996). Entretanto, este autor empregou no seu trabalho fosfatidilcolina
de ovo (EPC), enquanto no presente estudo utiliza-se primordialmente fosfatidilcolina de
soja (SPC) e, para a SPC, o DMSO nio apresentou efeito solubilizante relevante mesmo a
baixas concentragdes, de forma que esta limitacdo nfo pdde ser contornada com seu

emprego.

Neste estudo inicial usando o procedimento automatizado em maior escala a
temperatura da fase aquosa na qual foram injetados os lipidios em soluciio orginica de
etanol foi mantida a 30 °C. Os resultados obtidos para a influéncia das varidveis nas
caracteristicas finais das vesiculas lipidicas preparadas e nas eficiéncias de encapsulacio

ativa dos farmacos pirazinamida e kanamicina estdo apresentados nos itens seguintes.
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5.3.1. Influéncias das Variaveis Operacionais Concentragio Imicial de Lipidios,

Agitacdio e Vazio de Injeciio no Didmetro Médio das Vesiculas Lipidicas

Os resultados do planejamento experimental completo estdio, conforme ja
mencionado, apresentados na Tabela 5.18. Pode-se observar que os didmetros médios das
vesiculas lipidicas variaram de 390,2 nm até acima de 1000 nm. Os valores destes
didmetros sfo maiores que os geralmente obtidos por esta metodologia, embora em todos os

casos a distribuicéo tipica tenha apresentado amplas faixas de valores de didmetro.

Tabela 5.18 - Planejamento experimental completo (2°) para o didmetro médio de vesiculas

lipidicas de SPC:Col preparadas por injec@o de etanol automatizada.

Variaveis independentes Variaveis resposta
Ensaio | Agitagdo Vazdo Conc. lipidica inicial | Didmetro apos — Didmetro apés
(rpm)  (mL/h) (mmol/L) preparacdo (nm)*  GPC (nm)**
1 150 60 50 >1000 432,2
2 650 60 50 4297 2938
3 150 300 50 >1000 5714
4 650 300 50 390,2 216,0
5 150 60 100 >1000 457,7
6 650 60 100 6125 290,0
7 150 300 100 >1000 604,3
8 650 300 100 769,0 333,6
9 400 180 75 5160 228,0
10 400 180 75 672,3 264,8

* Amostras diluidas 30 vezes com tampio HEPES.

** Amostras submetidas & cromatografia de permeagio em gel.
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O tratamento dos dados experimentais foi realizado com o auxilio do programa

computacional Statistica versdo 5.0 da Microsoft.

Os didmetros médios analisados estatisticamente foram os obtidos apds a
passagem pela coluna de permeagdo em gel, uma vez que as determinagdes dos didmetros
logo apés a preparagio das vesiculas lipidicas apresentaram valores de polidispersdo muito
elevados, provavelmente pela presenca de lipossomas muito grandes, com didmetros
superiores aos que poderiam ser efetivamente medidos no equipamento empregado (<1 pm)
ou as amplas faixas de tamanho presentes nas vesiculas obtidas, ndo permitindo a obtengdo
de medidas confidveis. Os valores dos efeitos dos fatores independentes estudados sobre o

didametro médio das vesiculas lipidicas obtidas sdo apresentados na Tabela 5.19.

Tabela 5.19 - Estimativa dos efeitos para o didmetro médio das vesiculas lipidicas, para

95% de confianca.
Efeito Desvio t(l) P Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -95% +95%
Média 369,180 8,3 44,8648  0,01419 264,624 473,736

(1) Agitacdo -233,050 18,4 -12,6658  0,05016  -466,844 0,744
(2) Vazéo 62,900 18,4 3,4185 0,18117 -170,894 296,694

(3) Concentragao 43,050 184 2,3397 0,25714  -190,744 276,844

(Hx(2) -80,000 18.4 -4,3478  0,14392 313,794 153,794
(Hx(3) 13,850 18,4 0,7527 0,58923  -219944 247,644
(2yx (3) 32,200 18,4 1,7500 0,33050 -201,594 265,994

(1}x(2)x(3) 28,500 18,4 1.548%  0,36497 -205,294 262,294

De acordo com esses resultados, verificou-se que para um nivel de confianga de
95%, nenhum fator estudado foi estatisticamente significativo. Uma vez que o sistema

experimental mostrou variagbes de aproximadamente 14% entre os valores das duplicatas
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referentes ao ponto central, considerou-se conveniente reduzir este limite de confianga para
90%. Os novos efeitos calculados considerando-se este limite sdo mostrados na Tabela
5.20.

Observa-se pela Tabela 5.20 que, dos trés fatores estudados, o mais significativo
sobre o didimetro médio das vesiculas lipidicas foi a agitacio. Fazendo uma anilise da
varidncia (ANOVA) para o didmetro médio dos lipossomas, obteve-se os valores mostrados

na Tabela 5.21.

Neste estudo, o coeficiente de correlagdo do modelo (0,62) e o teste F (valor
calculado 3,76 vezes maior que o valor tabelado) n@c exibiram altos valores a 90% de

confianca, conduzindo a uma regressao ndo significativa.

Tabela 5.20 - Valores de coeficiente de regressao, desvio padrao, valor t, valor p e limites
de confianca (90%), obtidos do planejamento fatorial, para o dimetro médio das vesiculas

lipidicas obtidas de SPC:Col.

Coef de  Desvio t(l) r Lim.Conf Lim.Conf

Regressdo  Padrdo -90% +90%

Média 369,180 8,3 44,8648 001419 317,226 421,134

(1) Agitacao* -116,525 9.2 -12,666  0,05016 -174,612  -58,439
(2) Vazdo 31,450 9,2 34185  0.18117  -26,637 89,537

(3) Concentragdo 21,525 9,2 2,3397  0,25714  -36,562 79,612
(D x(2) -40,000 9,2 -4,3478  0,14392  -98,087 18,087

(1) x (3) 6,925 9,2 0,7527  0,58923  -51,i62 65,012

2y x (3) 16,100 9.2 1,7500  0,33050 -41,987 74,187
(Hx(2x3) 14,250 9.2 1,5489 036497 43,837 72,337

*fator estatisticamente significativo a 90% de confianga.
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Tabela 5.21 — Resultados da andlise da varidncia para o didmetro médio dos lipossomas.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F/
Variagdo Quadradtica Liberdade Quadratica
Regressdo 108624.6 1 108624.,6 12,996
Residuo 66865,7 8 83582
Falta de Ajuste 66188.6 7
Erro Puro 677.1 1
Total 175490,3 9

Coeficiente de correlacio R*=0,62

Fo0:1,5=3,76

Os efeitos apresentados pelas varidveis sd3o representados na Figura 5.22 observa-
se facilmente que a varidvel independente que mais afetou o didmetro médio das vesiculas
foi a agitacdo, sendo que um aumento no valor desta varidvel resultou em grande

diminuicdo no valor da resposta.

Nos métodos de inje¢fo, segundo Lasic (1988), geralmente sdo formadas vesiculas
unilamelares pequenas, embora vesiculas grandes possam também ser obtidas dependendo
da energia ou poténcia dissipada no sisterna. Em um sistema a baixa concentracdes
lipidicas, precipitados fosfolipidicos hidratados formam-se somente em um estado de baixa
energia. Vesiculas multilamelares apresentam altas energias no sistema, apesar de que em

sistemas nos quais se formam lipossomas unilamelares, esta energia seja ainda maior.

Conforme discutido por Szoka (1996), provavelmente este resultado se deve ao
fato de ser a intensidade de agitacdo da fase aquosa o que determina o movimento € a
organizacdo das moléculas na solucdo aquosa, de maneira que uma agitagdo intensa
provocaria maior homogeneidade no sistema, evitando a agregacdo das moléculas e a
formacdo de vesiculas maiores. Um efeito inverso pode ser atribuido as varidveis vazio e

concentragdo lipidica, nas quais um incremento em seus valores conduziria a um aumento
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nos valores dos didmetros médios, possivelmente em decorréncia do estabelecimento de

condigdes mais propicias para a supersaturagio local em lipidios.

150 ~

Efeitos

(Dx(2)
(Dx(3)
(2x(3)

{2) Vazido

(Dx(2)x(3)

]
i

O
S
‘B
<
~~
=

3
Concentracio

Figura 5.22 — Efeitos das varidveis independentes estudadas e de suas interacdes sobre a

varidvel resposta difmetro médio das vesiculas de SPC:Col.

A partir dos resultados obtidos, para a obtencdo dos valores de difimetros
desejaveis (100 nm a 300 nm), poderia ser realizado um novo planejamento com vistas a
avaliar um modelo quadrdtico, estudando as varidveis mais significativas. Apesar dos
modelos matemdticos obtidos ndo serem significativos do ponto de vista estatistico, a nova
faixa a estudar poderia ser escolhida através da andlise da Figura 5.23, que mostra
claramente as tendéncias de comportamento do sistema estudado, observando-se que um
otimo para o didmetro médio das vesiculas poderia ser atingido se se avaliasse uma faixa
mais estreita de agitacdo (300 rpm — 600 rpm). Entretanto, estes resultados devem ser
também discutidos a luz dos resultados dos planejamentos experimentais realizados para a
encapsulacdo dos farmacos como relatado a seguir, uma vez que os efeitos apresentados

pelas varidveis estudadas nas caracteristicas das vesiculas poderiam n3o ser os mesmos

apresentados para as eficiéncias de encapsulacio dos farmacos.
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Figura 5.23 — Superficie representativa da influéncia das varidveis agitagdo e vazdo no

didmetro médio das vesiculas lipidicas.

5.3.2. Influéncia das Variaveis Operacionais Concentracio Inicial de Lipidios,

Agitacdio e Vazio de Injecdio na Incorporacio Ativa de Pirazinamida

As vesiculas descritas no item anterior, preparadas em condigbes distintas,
poderiam apresentar, além de diferentes didmetros médios, outras caracteristicas distintas.
Por exemplo, empacotamentos lipidicos com maior ou menor fluidez, vesiculas com
diferentes volumes de cernes aquosos e diferentes namero de lamelas, entre outras. Estas
caracteristicas afetariam diretamente a permeabilidade aos farmacos e aos fons H' e o

desempenho quanto a sua incorpora¢do e retencéo.

Os resultados do planejamento experimental completo realizado para avaliar os
fatores mais importantes quanto a produgfio dos lipossomas na eficiéncia de encapsulaco

ativa da pirazinamida em vesiculas preparadas pela metodologia automatizada de injecio
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de etanol estdo mostrados na Tabela 5.22. As condi¢8es de incubagdo do farmaco com os

lipossomas foram de 60 °C a 200 rpm durante 10 minutos a uma razio molar inicial

farmaco/lipidio de 0,2.

Tabela 5.22 - Planejamento experimental completo (2°) para a encapsulagio da
pirazinamida em lipossomas de SPC:Col preparados pelo procedimento automatizado de

injecdo de etanol.

Ensaio Agitagdo Vazdo Concentragdo lipidica  Razdo molar Eficiéncia de
(rpm}  (mL/h) inicial (mmol/L) F/L final encapsulagdo (%)
1 150 60 50 0,0266 13,3
2 650 60 50 0,0164 8,2
3 150 300 50 0,0304 15,2
4 650 300 50 0,0170 8,5
5 150 60 100 0,0850 42,5
6 650 60 100 0,0590 29,5
7 150 300 100 0,0438 21,9
8 650 300 100 0,0254 12,7
9 400 180 75 0,0144 7,2
10 400 180 75 0,0194 9,7

Pode-se observar pela Tabela 522 que as eficiéncias de encapsulagdo para a
pirazinamida variaram de 7,23% a 42,46%, sendo o melhor resultado obtido no ensaio 5,
quando se prepararam as vesiculas com uma agitacio de 150 rpm, uma vazio de injecéo de

60 mL/h ¢ uma concentracfio lipidica inicial de 100 mmol/L.

Os efeitos dos fatores sobre a eficiéncia de encapsula¢io de pirazinamida estio

indicados na Tabela 5.23. De acordo com esses resultados, verifica-se que nenhum fator
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estudado € estatisticamente significativo a um nivel de 95% de confianga. Novamente foi

conveniente considerar um menor limite de confianca para o sistema. Os resultados

calculados considerando-se 90% de confianca estdo apresentados na Tabela 5.24.

Tabela 5.23 - Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de encapsulaciio de pirazinamida nas

vesiculas lipidicas obtidas, para 95% de confianga.

Efeito Desvio t{l) P Lim.Conf Lim.Conf
Padrdo -95% +95%
Média 16,859 0,55 30,6487  0,0208 59,8697 23,8483
(1) Agitagio -8,508 1,23 -6,9167  0,0914  -24,1361  7,1211
(2) Vazio -8,808 1,23 -7,1606  0,0883  -24,4361  6,8211
(3) Concentragdo 15,353 1,23 12,4817  0,0509  -0,2761 30,9811
(L x{2) 0,558 1,23 0,4533 0,7291 -150711 16,1861
(Hx(3) -2,583 1,23 -2,0996  0,2830 -18,2111 13,0461
(2yx(3) -9,863 1,23 -8,6183  0,0790 -254911  5,7661
(Dx(2)x(3) 1,333 1,23 1,0833 04746  -14,2961 16,9611

Observa-se pela Tabela 5.24 que os fatores mais significativos foram a agitagio, a

vazdo, a concentracio lipidica inicial € o termo de interacdo entre a vaziao € a CONCENtragio.

Ignorando-se os efeitos ndo significativos, os resultados da andlise da varidncia (ANOVA)

para a eficiéncia de encapsulacdo da pirazinamida sdo mostrados na Tabela 5.25.

O coeficiente de correlagio (0,831) e o teste F (valor calculado 1,74 vezes maior

que o valor tabelado) mostram que o modelo linear proposto ndo € estatisticamente

adequado para o sistema de dados obtidos.
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Tabela 5.24 - Valores de coeficiente de regressdo, desvio padrdo, valor t, valor p e limites

de confianga (90%j), para a eficiéncia de encapsulaciio de pirazinamida nos lipossomas.

Coef de Desvio t{l) P Lim.Conf Lim.Conf
Regressdo Padréo -90% +90%
Média 16,859 0,5500 30,6487 0,0208 13,3859 20,3320
(1) Agitagao* 4,254 0,6150 -6,9167 0,0914  -8,1367 -0,3708
(2) Vazao* -4,404 0.6150 71,1606 0,0883 -8,2867 -0,5208
(3) Concentracdio 7,676 0,6150 124817 0,0509  3,7933 11,5592
(Hx(2) 0,279 0,6150 04533  0,7291 -3,6042 4,1617
{1)x (3) -1,291 0.6150 -2.0996  0,2830  -5,1742 2,5917
(2) x (3)* -4,931 0,6150 -8,0183  0,0790 -8.8142  -1,0483
(1 x (2)x(3) 0,666 0,6150 1,0833 04746 -32167 4,5492

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Tabela 5.25 - Andlise da varidncia para a eficiéncia de encapsulagio da pirazinamida nas

vesiculas de SPC:Col obtidas por injecio de etanol ern maior escala.

Fonte de Variacdo Soma Graus de Meédia Teste I
Quadratica Liberdade Quadrdtica
Regressdo 965,836 4 241,459 6,13
Residuo 196,895 5 39,379
Falta de Ajuste 193,869 4
Erro Puro 3,026 1
Total 1162,731 9

Coeficiente de correlacio R*=0,831

Fy 00.4;5=3,52

5
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Analisando-se o efeito de cada varidvel independente sobre a resposta (Figura
5.24), observa-se que & varidvel que tem maior efeito € a conceniraciio inicial de lipidios
seguida do efeito da interagfo da mesma com a vazfio usada na injegdo. Se se copsidera
como aplicavel o modelo matemético linear obtido, para a geraglo de curvas do tipo
superficies de resposta (Figuras 5.25 e 5.26), pode-se observar mais claramente que um
decréscimo na agitagiio gera uma maior eficiéncia de encapsulagdo do farmaco, sendo esse
efeito muito mais evidenciado para uma maior concentragfio lipidica inicial. A vazio de
inje¢do teve um comportamento similar ao da agitacfo, sua diminuigdo provoca um
aumento na eficiéneia de encapsulagio, embora este efeito seja mais apreciavel a
concentragdes maiores de 75 mmol/l.. Para a concentragio, que foi o efeitc mais
significativo, um acréscimo no seu valor gerou sempre maiores eficiéncias de
encapsulagdo. Provavelmente ao s¢ trabalhar com menores valores de intensidade de
agitac8o, vesiculas maiores estariam sendo formadas como ja foi discutido, o que poderia
estar relacionado com um maior volume aquoso no interior das vesiculas e um maior
potencial de encapsulacfio. Estes efeitos sdo mais evidenciados quando concentragdes altas
de lipidios sdo empregadas, 0 que geralmente resulta em vesiculas com maior nimero de

moléculas, menor curvatura e maior didmetro.

As figuras indicam que para otimizar a eficiéncia de encapsulacio da pirazinamida
seria conveniente aumentar a concentragfo lipidica inicial, reduzir a vazfo de injeco e
trabathar com uma agitacio em torno de 400 rpm. Contudo, nestas novas condigdes o
sistema experimental utilizado ¢ limitado operacionalmente, uma vez que a minima vazio
de injeg#o usada ja é muito proxima do limite operacional inferior do equipamento (bomba
seringa) € a maior concentragdio lipidica inicial empregada, foi justamente o maximo valor

atingido de solubilidade para os lipidios em etanol.
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Figura 5.24 — Efeitos das varidveis independentes estudadas e de suas interagdes sobre a

eficiéncia de encapsulagfio da pirazinamida nas vesiculas de SPC:Col.
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Figura 5.25 - Superficie representativa da influéncia das varidveis: concentracio lipidica

inicial e vazio na eficiéncia de encapsulagio de pirazinamida nas vesiculas lipidicas.
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Figura 5.26 - Superficie representativa da influéncia das varidveis: concentragfo lipidica
inicial e intensidade de agitagio (A) e vazfio de injegfio e intensidade de agita¢3o (B) na

eficiéncia de encapsulagio de pirazinamida nas vesiculas lipidicas.
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5.3.3. Influéncias das Variaveis Operacionais Concentracio Inicial de Lipidios,

Agitaciio e Vazio de Injecfio na Incorporacio Ativa de Kanamicina

O planejamento experimental completo realizado para avaliar o efeito das
variaveis independentes mais importantes do processo de preparacdo das vesiculas pela
metodologia de inje¢do de etanol na eficiéncia de encapsulagfo ativa da kanamicina
resultou nos dados apresentados na Tabela 5.26. Para a kanamicina foram empregadas as

mesmas condi¢des de encapsulagfio ativa ja descritas anteriormente para a pirazinamida.

Tabela 5.26 - Planejamento experimental completo (2°) para a encapsulagiio da kanamicina

em lipossomas de SPC:Col preparados pelo procedimento automatizado de injeglo de

etanol.
Ensaio Agitagdo Vazdo Concentragdo lipidica Razdo molar Eficiéncia de
(rpm)  (mL/h) inicial (mmol/L) final F/L Encapsulagdo (%)
1 150 60 50 0,1144 57,18
2 650 60 50 0,1058 52,92
3 150 300 50 0,1194 59,72
4 650 306 50 0,0504 25,19
5 150 60 100 0,2000 100,00
6 650 60 100 0,1339 66,94
7 150 300 100 0,2000 100,00
8 650 300 100 0,1494 74,72
9 400 180 75 0,0502 25,12

10 400 180 75 0.0400 20,00
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Pode-se observar que as eficiéncias de encapsulagdo para este composto
terapéutico variaram de 25% a 100%, sendo os melhores resultados os obtidos nos ensaios
5 e 7, quando as vesiculas lipidicas foram preparadas com uma concentracdo lipidica inicial
de 100 mmol/L, uma agitagfio de 150 rpm e vazdes de injecdo de 60 mL/h e 300 mL/h

respectivamente.

Os efeitos estatisticos dos fatores estudados sobre a eficiéncia de encapsulagio da
kanamicina foram calculados, verificando-se que o unico fator significativo a um nivel de
95% de confianca € a concentragéo lipidica inicial (Tabela 5.27). Considerando um limite
de confian¢a menor para o sistema, uniu-se a este fator a taxa de agitagdo da fase aquosa.
Qs resultados calculados considerando-se 90% de confianga estfio apresentados na Tabela

5.28.

Tabela 5.27 - Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de encapsulacdo de kanamicina nas

vesiculas lipidicas obtidas, para 95% de confianga.

Efeito Desvio t(l) 4 Lim.Conf Lim.Conf
Padrao -95% +95%
Média 58,1790 1,14 50,8173 0,0125 43,6321 72,7259

(1) Concentragdo® 36,6625 2,56 14,3213 0,0444 4,1346 69,1904

(2) Agitacédo -24,2825 2,56 -0,4854 0,0669  -56,8104  §,2454
(3) Vazéo -4,3525 2,56 -1,7002 03385  -36,8804 28,1754
(Hx(2) -4,8875 2,56 -1,9092 0,3072 374154 27,6404
(Hx3) 8,2425 2,56 3,2197 0,1917  -24,2854 40,7704
(2)x(3) -5,6225 2,56 -2,1963 0,2720  -38,1504 26,9054

(Hhx@)yx(3) 9,5125 2,56 3,7158 0,1674  -23,0154 42,0404

*fator estatisticamente significativo a 95% de confianga.
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Tabela 5.28 - Valores de coeficiente de regressfo, desvio padrdo, valor t, valor p e limites
de confianga (90%), obtidos do planejamento fatorial, para a eficiéncia de encapsulagdo de

kanamicina nas vesiculas lipidicas obtidas.

Coef. de Desvio t(i) p Lim Conf Lim.Conf
Regressdo  Padrdo -90% +90%
Média 58,1790 1,14 50,8173 0,1253 509506 654074

(1) Concentragdo™ 18,3313 1,28 14,3213 0,0444 10,2496 264129

(2) Agitagio* -12,1413 1,28  -9,4854 00669 -20,2229 -4,0597
(3) Vazio 22,1763 128  -1,7002 03385 -10,2579 59054
(1) x (2) -2,4437 128  -1,9092 03072 -10,5254  5,6379
(1) x (3) 4,1212 1,28 32197 0,1917 -3,9604 12,2029
(2)x (3) 22,8113 1,28  -2,1963 02720 -10,8929  5,2704
M x@)xA3) 4,7563 128 37158 01674 -33254 12,8379

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Pelos resultados da Tabela 5.28, chegou-se & Equacéo 5.4, que descreve a resposta
da eficiéncia de encapsulaco da kanamicina em funcdo das varidveis analisadas

estatisticamente significativas, na forma codificada.

E(%)=58,18+ 1833 xX1-12,14x X2 5.4
X1: varidvel codificada da concentragio.

X2: varidvel codificada da agitacdo.

Ignorando-se os efeitos ndo significativos, os resultados da andlise da varidncia
(ANOVA) para a eficiéncia de encapsulag@o da kanamicina, sao mostrados na Tabela 5.29.

O coeficiente de correlacdo (0,514) e o teste F (valor calculado 1,13 vezes maior que o
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valor tabelado) mostraram que, assim como nos casos anteriores, 0 modelo linear obtido

ndo € estatisticarnente adequado para descrever o sistema em estudo.

Tabela 5.29 - Andlise da variincia para a eficiéncia de encapsulacio da kanamicina nas

vesiculas de SPC:Col obtidas por injecdo de etanol.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressio 3867,557 2 1933,7785 371
Residuo 3650,632 7 521,52
Falta de Ajuste 3637,525 6
Erro Puro 13,107 1
Total 7518,189 9

Coeficiente de correlacio R’=0,514

Fo.00.4,5=3,26

Pode ser observado na Figura 5.27 que a varidvel independente que mais afetou a
encapsulacdo ativa da kanamicina foi a concentracdo lipidica inicial seguida do efeito da
agitacfo, sendo gue um aumento no valor desta primeira varidvel resulta em um grande
aumento no valor da resposta. Um efeito inverso foi relacionado a varidvel agitacio da fase
aquosa, na qual um incremento em seus valores conduziu a diminuigdes nos valores de
eficiéncias ¢ um decréscimo na agitacio gerou uma maior eficiéncia de encapsulacdo do
firmaco, sendo esse efeito muito mais evidenciado para uma maior concentragio lipidica
inicial. A diminui¢do da vazdo de injecdo provocou um pequeno aumento na eficiéncia de
encapsulacao, embora este efeito tenha sido quase 6 vezes menor que o apresentado pela
agitacfo. Estes resultados sdo muito semelhantes aos obtidos no estudo da incorporacdo do
composto pirazinamida. Provavelmente a encapsulagdo destes compostos, com
caracteristicas hidrofilicas, esteja relacionada com os mesmos paridmetros das vesiculas

obtidas por esta metodologia.
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Figura 5.27 — Efeitos das varidveis independentes: concentracio inicial de lipidios, vazéo
de injecdo, agitacdo e de suas interacDes sobre a eficiéncia de encapsulagdo da kanamicina

nas vesiculas de SPC:Col.

A Figura 5.27 também indica que para aumentar a eficiéncia de encapsulacio da
kanamicina, seria conveniente aumentar a concentracio lipidica inicial, diminuir a agitacao
da fase aquosa € a vazdo de injecio da solug@o orginica. Contudo esta nova condigdo
experimental seria limitada operacionalmente, conforme discutido anteriormente para a
incorporacdo de pirazinamida. Ressalta-se também que uma diminuic3o na agitacio da fase
aquosa, embora aumente a eficiéncia de encapsulacdo da kanamicina, também provocaria
um aumento no didmetro médio das vesiculas conforme analisado anteriormente. Este
aumento de tamanho nao seria recomenddvel se os alvos destes lipossomas fossem as
terapias pulmonar profunda e intravenosa, que requerem didmetros médios menores que
400 nm. Esta andlise permite concluir tamnbém que as situacBes nas quais os melhores
valores de eficiéncias de encapsulacdo foram obtidos sdo justamente aquelas nas quais se
tem a presenca das vesiculas com tamanhos maiores, o que € atribuido ao maior volume de
captura de solucao de dcido citrico por vesicula, que, por sna vez, garante maior capacidade

de tamponamento do meio intravesicular, permitindo maior acumulag@o do farmaco.



Capitulo V: Resultados e Discussdo 157

5.3.4. Influéncia da Temperatura da Fase Aquosa, do Tipo de Agita¢iio e do Didmetro

da Agulha de Inje¢do nas Caracteristicas das Vesiculas Lipidicas

Uma vez que nos estudos anteriores foram obtidos valores de didmetros médios
para as vesiculas preparadas por injecio de etanol em maior escala muito elevados ¢ acima
da faixa requerida para as aplicacdes desejadas, realizou-se wm estudo com outros
pardmetros cujos efeitos poderiam estar influenciando as caracteristicas finais das vesiculas
lipidicas, tais como a temperatura da fase aquosa, o tipo de agitacio e o didmetro da agulha

usada na injecdo da fase orgénica.

As vesiculas foram preparadas usando uma concentracgo lipidica (SPC:Col) inicial
de 100 mmol/LL na razdo molar de 60:40 mol% e nos primeiros ensaios, mostrados na

Tabela 5.30, os lipossomas foram preparados a uma temperatura fixa de 30 °C e uma vazio
de injecio de 60 mL/h.

Nestes experimentos foram wusados dois sistemas com caracteristicas
fluidodindmicas diferentes, uma vez que se variou © mecanismo de agitacio
{homogeneizacdo) da solucfio aguosa na qual era injetada a solucao etandlica de lipidios. O
primeiro sisterna consistiu de um recipiente agitado com dos diferentes tipos de
impelidores: a) um impelidor de turbina tipo hélice com trés pas e b) um impelidor tipo
barra magnética de teflon acionado por agitador magnético. No segundo sistema foi usado
um recipiente, sem agitacdo mecénica, utilizando como mecanismo de agitacdo um

dispositivo de sonicagio do tipo banho ultrassdnico.

Pode-se observar que todos estes fatores tém grandes efeitos nas caracteristicas
finais do sistema obtido, embora o efeito seja mais evidente quando da alteraco no tipo de

agitacao,

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 5.30 observa-se que um aumento
na intensidade de agitagio influenciou o didmetro das vesiculas lipidicas, verificando-se
uma reducio do valor do didmetro quando comparada a agitacio com o impelidor de
turbina tipo hélice com a agitagdo magnética, ou seja, a intensidade de agitagio foi
inversamente proporcional ao dimetro das vesiculas lipidicas. Para explicar melhor estes

resultados, € conveniente fazer uma andlise dos mecanismos de mistura envolvidos.
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Tabela 5.30 - Valores de didimetro médio de vesiculas de SPC:Col preparadas pelo método

de injecdo de etanol.

Ensaio Tipo de Homogeneizacdo da Didgmetroda  Didmetro Médio para as
Solucdo Aquosa Agulha (um)  Diferentes Populagdes de

Vesiculas (nm)

1 Mecinica, com impelidor turbina 4
P 29,8 (5.2%), 152.3 (86,4%),

do tipo hélice de 4 cm e com 3 pis.
Intensidade de agitacdo de 650 rpm 1574.3 (7.1%).

e poténcia de 0,07 kW 3803.6 (1,3%)

2 Mecénica, com impelidor tipo barra 4 132,77 (85,9%)

magnética. Poténcia de 0,25 kW 715,5 (14.1%)

3 Sonicacdo, por banho de ultra-som. 4 160,3 (100%)
Poténcia de 0,1 kW

4 Sonicacio, por banho de ultra-som. 7 233,5 (100%)
Poténcia de 0,1 kW

Os agitadores mecéanicos imprimem um movimento tangencial no fluido que tende
a igualar as velocidades das diferentes camadas deste no recipiente de mistura. Este
movimento inclusive pode gerar a formacdo indesejavel de vértices. E conhecido que a
intensidade com a qual se mistura um sistema depende diretamente do grau de turbuléncia
que se atinge no mesmo. Assim, quando por efeito do impelidor cria-se em um liguido uma
corrente de alta velocidade, esta tende a transmitir mais rdpido o movimento as outras
zonas ndo atingidas diretamente pelo agitador. Esta quantidade de movimento se transmite
pelo atrito do impelidor, sendo o regime turbulento o mais favordvel fluidodinamicamente.
Por estes motivos, ao se aumentar a intensidade da agitagio, hd uma menor resisténcia a
transferéncia de massa da fase orgénica para a fase aquosa, ou seja uma dissolugio mais
rapida e uniforme do etanol contendo os lipidios na fase aquosa e, conseqiientemente,

segundo o mecanismo discutido anteriormente, as moléculas dos lipidios dispersam-se
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rapidamente, favorecendo a formagio de agregados lipidicos com um pequeno nimero de

moléculas, o que resulta em vesiculas lipidicas de menor didmetro.

Uma tdltima andlise destes sisternas agitados mecanicamente pode ser feita com
relacfo & poténcia transmitida ao fluido, uma vez que ao usar um impelidor de tipo hélice
esta poténcia € menor quando comparada com a dissipada na agitacdo magnética.
Provavelmente, isto se deve a que o movimento do liquido com o agitador tipo hélice
ocorre na direcdo axial, enquanto que o impelidor magnético tem um fluxo na direcio
radial. Da maneira com que os ensaios foram realizados, o agitador magnético encontrava-
se no fundo do recipiente, 0 que poderia favorecer ao aumento na turbuléncia do sistema,
embora o vortice apresentado neste sistema tenha sido maior. Este dltimo mostrou ser mais
efetivo com relagio ao didmetro das vesiculas lipfdicas preparadas por injecdo de etanol a

temperatura ambiente.

Quando comparados os didmetros médios das vesiculas obtidas por sonica¢io com
a melhor condicdo de agitagio mecéanica (agitagdo magnética), observamos uma diminuicéo
do didmetro dos lipossomas chegando a valores da ordem de 77,5%. Estes resultados
certamente s@o uma conseqliéncia da natureza fluidodindmica que apresenta o sistema ao se
usar sonicagdo como mecanismo de agitacdo, a qual difere completamente daquela

observada com agita¢ao mecénica.

Os efeitos provocados pelos processos de sonicagio ocorrem devido ao fendmeno
de cavitagio acistica, que € o processo de nucleacdo, crescimento e colapso de bolhas de
Hquidos expostos a ondas ultrassOnicas de baixa fregiiéncia (< 1 MHz). Estas ondas se
propagam no liquido por ciclos alternados de compress@o e expansio, liberando grande
quantidade de energia. Desta forma, a sonicagéo ndo apenas constitui um efetivo sisterna de
agitacdo, mas também a energia por ela liberada contribui para a formagdo de vesiculas
menores que aquelas obtidas com agitagio mecénica (Lasic, 1988). Finer e col. (1972)
propuseram um mecanismo de formacdio de lipossomas por sonicagdio, sugerindo que as
ondas ultrassdnicas induziam colisdes entre as vesiculas, as quais se rompiam resultando
pequenos fragmentos de bicamadas lipidicas ou outras formas de pequenos agregados que

se reorganizam em vesiculas menores.
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Nas vesiculas preparadas por sonicagdo, o didmetro da agulha utilizada na injecdo
teve um importante efeito, notando-se que uma diminui¢do no seu valor origina vesiculas
também de menor didmetro médio. Isto pode se dever ao fato que no momento da injegéo
com a agulha de maior didmetro, a dissolucfio do solvente etanol é mais lenta, resultando
em maior saturacdo relativa local. Este fato provavelmente leva a uma distribuigio de

tamanho de vesiculas maior e menos uniforme.

Quando realizada a preparacdo dos lipossomas variando-se a temperatura da
solugfo aquosa na qual s@o injetados os lipidios, usando o sistema automatizado (650 rpm e
60 ml/h) acoplado a uma agulha de 4 pm de diimetro, na mesma concentracao lipidica

inicial dos ensaios anteriores, obteve-se os resultados mostrados na Tabela 5.31.

Tabela 5.31 - Valores de didmetro médio de vesiculas de SPC:Col preparadas pelo método
de injecdo de etanol com variagdes na temperatura da solugio aquosa. Didmetro da agulha:

4 pm.

Lipossoma  Temperatura da solugdo  Didmetro Médio para as Diferentes

aquosa (°C) Populacées de Vesiculas (nm)

1 30 27,9 (10,9%), 146.8 (80,8%), 1862,7
(6.8%), 5044,0 (1,3%)

2 40 150,9 (97,1%), 2455.4 (2,9%)
3 50 122,1 (94,8%), 534,1 (5,2%)
4 60 91,2 (100%)

A temperatura da soluc@o aquosa teve um efeito aprecidvel na faixa de diimetros
obtida e nos didmetros médios das vesiculas lipidicas. Para os lipossomas preparados a uma
temperatura de 30 °C, particulas com didmetro de até 5000 nm foram detectadas, fato que

foi somente verificado nesta condicdo e que impossibilitou a obtencdo de medidas de

didmetros médios confidveis (valores de polidispersdo muito altos). A Figura 35.23
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apresenta as distribuigdes dos didmetros das vesiculas lipidicas preparadas em cada um dos

€nsaios.
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Figura 5.28 - Distribui¢o de tamanhos dos lipossomas de SPC:Col preparados por inje¢ao
de etanol variando-se a temperatura da solucdo aquosa na qual os lipidios eram injetados.

Indices de polidispersdo menores que 0,2.
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Observa-se que quanto menor a temperatura, maior € o nimero de populagdes de

vesiculas obtidas.

Os resultados obtidos podem ter sido fortemente influenciados por estes valores de
temperaturas que diferem em alguns casos da temperatura de transicfio de fases do SPC
(50,4 °C). Embora a patente de autoria de Szoka (1996) ndo mostre a varidvel temperatura
da fase aquosa como um fator relevante no didmetro médio das vesiculas preparadas por
injecdo de etanol, isto ndo € observado no presente estudo. Este fato poderia dever-se a
diversos fatores, destacando-se a composicio lipidica diferente dos lipossomas preparados
pelo autor (fosfatidilcolina de ovo, EPC). Para o estudo de vesiculas lipidicas compostas de
SPC e Col recomenda-se, por tanto, a utiliza¢do de temperaturas de 50 a 60 °C para a

obten¢do de populacdes com menores diimetros e mais homogéneas.

5.3.5. Efeito da Composicio Lipidicas dos Lipossomas Preparados por Injecdo de

Etanol Automatizada na Encapsulac¢iio Ativa de Kanamicina

Variagbes no tipo e propor¢ao de lipidios empregados na preparacio das vesiculas
lipidicas podem afetar varidveis como o didmetro médio dos lipossomas, a razdo molar

final farmaco/lipidio e a eficiéncia de encapsulacio do composto de interesse.

Lipossomas preparados por injegio de etanol automatizada a 50 °C com agitagio
mecanica de 650 rpm e uma vazdo de injegio de 60 mL/h foram preparados usando
diferentes composi¢des lipidicas. Nestas vesiculas foi realizada a incorporag@o ativa a 60 °C
e 200 rpm durante um tempo de incubag@o de 10 minutos de kanamicina a uma razdo molar
inicial fdrmaco/lipidio de 0,16. Optou-se por este tempo de incubagio para nfo se expor o
sisterna por muito tempo a condi¢des nas quais possiveis degradacgOes térmicas ocorreriam.
Os resultados obtidos s@o mostrados na Tabela 5.32, destacando-se que as populacdes de

vesiculas apresentaram distribuicdes de tamanhos unimodais,

Observa-se que os valores de eficiéncias de encapsulag@o variaram entre 6,3% e

57.8%, correspondendo a razdes molares finais de 0,010 e 0,093, respectivamente, sendo o

melhor desempenho o do sistema composto por DSPC/Col. Embora as vesiculas lipidicas
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contendo DSPC/Col se mostrem como o melhor sistema dentre os estudados considerando-
se também a incorporacd@o dos outros farmacos empregados, seu custo é consideravelmente

maior que o observado para a SPC utilizada.

Tabela 5.32 - Incorporaga@o ativa de kanamicina em lipossomas de diferentes composigdes

lipidicas.
Composigdo do sistema  Razdo Molar Final  Eficiéncia de Didmetro Médio

Farmaco/Lipidio  Encapsulagdo (%) (nm)
SPC/Col{60:40) 0,033 20,3 107.9
EPC/Col(60:40) 0,018 11,3 116,8
EPC/Col(70:30) 0,010 | 6,3 128,3
DSPC/Col(60:40) 0,093 57.8 1084
DSPC/DMPE/Col(40:20:40) 0,032 19,7 1452
DPPC/Col(60:40) 0,022 13,5 136,5
DPPC/DPPG/Col(55:5:40) 0,043 26,6 1227

Foi avaliada a estabilidade de estocagem a 5 °C por 8 semanas das vesiculas
lipidicas preparadas a composicbes variadas encapsulando ativamente kanamicina e os
resultados obtidos sdo mostrados na Figura 5.29. Logo apds a cromatografia estas vesiculas
tiveramn seus difimetros médios reduzidos em cerca de 2,4% a 13,2%, sendo a maior
diminui¢do a das vesiculas de EPC/Col (70/30mol%). Pela Figura 5.29 observa-se que o
didmetro médio das vesiculas encapsulando o composto nio sofreu grandes alteragdes

durante o tempo analisado, apresentando tendéncia de aumento.
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Figura 5.29 - VariacGes no didmetro hidrodinimico durante o tempo de estocagem de 8
semanas a 5 °C em geladeira dos lipossomas de composi¢des variadas contendo o

composto terapéutico kanamicina em uma razdo molar inicial de 0,16.

5.3.6. Desenvolvimento e Aplicacio de Modelo Matematico para a Produgio das
Vesiculas Lipidicas de SPC/Col Considerando como Critério de Ampliacio de Escala

a Poténcia por Unidade de Volume

O estudo da ampliacdo de escala varia de processo para processo, pois depende das
especificagdes de cada um. O aumento de escala da produgéo dos lipossomas pela
metodologia de injecfio de etanol foi realizado até um volume de preparacdo de 800 mL
usando como critério de ampliagdo a poténcia por unidade de volume em reatores
cilindricos agitados (P/¥), no qual o didmetro médio dos lipossomas foi monitorado, com o

objetivo de reproduzir as caracteristicas obtidas na menor escala.
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Conforme Schmidell e col. (2001), em tanques cilindricos agitados, no regime

turbulento (N Re 2 104), tem-se que o Numero de Poténcia (NP) ¢ constante:

onde:

. . i P
N, : Numero adimensional de poténcia | = ————
N°Dip

Ny, - Ndmero de Reynolds [m ﬁ%ﬁﬁ]
P : Poténcia transmitida na agitagio (W)
N : Freqiiéncia de rotacio (rpm ou rps)
p : Densidade do fluido (kg. m™)

4 - Viscosidade do fluido (kg.m™.s™")

D, : Diametro do impelidor (m)
Portanto:

P e N°Di°

O volume do tanque (V') é dado por:

3

V= JT%LH :
onde:

D : Didmetro do tanque (m)

H, : Altura da coluna de liquido (m)

Como se pretende, na ampliacio de escala, manter semelhanca geométrica, e

sabendo-se que:
D,=<D e H;«<D

e mantendo D, constante, tem-se que:
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eportanto:
3 3
L P E' DAY L (5.5)
v 2 R 7 )

N : Freqiiéncia de rotacio (rpm ou 1ps)

N

onde:

V' : Volume de amostra (ml.)

O ndmero de Reynolds, N, foi calculado de maneira aproximada para o sistema
em estudo, desprezando-se possiveis efeitos da adicdo do dcido citrico, do etanol e dos
lipidios. Estimou-se a densidade p como sendo a da 4gua, igual a 10° kg/m’. A taxa de
agitacdo N foi estipulada como a 10,83 rotagdes por segundo (equivalente a 650 rpm ou
seja, o valor mais indicado segundo os ensaios de escalonamento anteriormente descritos
para a obtengdo de vesiculas lipidicas com didmetros médios menores que 400 nm) e o
didmetro do elemento de agitagio D, como 0,06 m. Estimou-se a viscosidade da suspensio
lipidica como sendo cerca de 1 mPa.s a 50°C, ndo considerando a contribui¢io do 4cido
citrico, do hidréxido de sédio para sua neutralizagfio parcial, do etanol, dos lipidios e da

agua nesta temperatura.

Isto resulta no valor de 38.988 para o N, , caracterizando um regime turbulento

mesmo para a condigdo na qual seria utilizada a menor taxa de agitacio e um didmetro da

hélice do agitador de 0,06 m. Este resultado indica que a modelagem utilizada é, a priori,

aplicavel ao sisterna em estudo.
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Empregando-se a equagfo (5.5), estimou-se o valor de taxa de agitacdo requerida
para cada volume de amostra a ser processado, quando do escalonamento da produgao dos
lipossomas pelo método de injecdo de etanol até um volume de 800 mL. Estes valores est&o

mostrados na Tabela 5.33.

Foram preparadas duas bateladas de cada amostra de vesiculas lipidicas (SPC/Col,
60:40 mol%) para avaliar a reprodutividade do sisterna nestas condigdes. Nestes ensaios, a
proporgao volumétrica de solugdo etandlica/fase aquosa manteve-se em 5:95, a temperatura
da fase aquosa agitada foi de 50 °C e a vazio de injecdo da solucdo etandlica de lipidios foi

de 60 mL/h.

Tabela 5.33 ~ Condigdes empregadas durante o escalonamento da producio dos lipossomas
de SPC/Col por injeciio de etanol. Condicées de preparacdo de referéncia para a produgio
de vesiculas lipidicas com didmetro médio menor que 400 nm: 650 rpm e volume total de
80 ml.. Concentracd@o de lipidios em etanol de 100 mmol/L, temperatura de 50 °C e vazio

de inje¢do de 60 mL/h

Condi¢do Experimental i 2 3 4 5

Volume de solu¢do de lipidios em 5 10 15 30 40

etanol (mL)

Volume Final da Dispersédo de 100 200 300 600 800
Vesiculas Lipidicas, V5 (mL)

Taxa de Agitacdo, N (rpm) 700 882 1010 1272 1400

Neste estudo o didmetro médio dos lipossomas preparados nas duas bateladas fol
monitorado logo ap6és sua preparacdo com o objetivo de avaliar se eram reproduzidas as
caracteristicas das vesiculas lipidicas preparadas em menor escala. Nas duas bateladas o
perfil do tamanho das nanoparticulas preparadas foi muito semelhante e os valores dos
didmetros médios obtidos foram muito préximos, mostrando que a estratégia adotada para o

escalonamento fol adequada (Tabela 5.34).
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Nota-se que as populagdes de lipossomas mais freqgiientes apresentaram didmetros
médios na faixa de 132 a 156 nm. que € justamente a faixa desejada no estudo e que
coincide com os valores que se obtiveram anteriormente nos ensaios em menor escala. A
Figura 5.30 mostra a distribui¢@o de tamanhos das vesiculas lipidicas de uma batelada que

foi posteriormente submetida ao processo de liofilizacao.

Pode-se observar que uma pequena porcentagem de vesiculas lipidicas apresenta
didmetros acima de 1000 nm. Este fato ndo seria muito relevante para vesiculas que sdo
projetadas para administracio por via pulmonar, uma vez que a faixa geralmente
recomendada de didmetros de particulas é de 0,1 até 5000 nm (Joshi e Misra, 2001a e Joshi
e Misra, 2001b), mas limitaria a utilizagdo das mesmas em outras terapias. Vale a pena
ressaltar que nao foi observada a presenca de precipitados em nenhuma das suspensoes

preparadas durante este escalonamento.

Tabela 5.34 — Valores dos didmetros médios obtidos durante o escalonamento da produgio

das vesiculas lipidicas de SPC/Col por injecao de etanol.

Condi¢do Volume de Didmetros médios das varias populagdes de
experimental lipossomas (mL} lipossomas (nm)
1 100 152,2 (89,7%); 961,3 (10.3%)
2 200 155,6 (94,5%); 12899 (5.5%)
3 300 18,2 (12,9%); 147.2 (79,1%); 944.3 (8,0%)
4 600 131,7 (96,3%); 1249,9 (3.7%)

5 300 156,1 (91,3%); 1164.9 (8,7%)
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Figura 5.30 - Distribuicio de tamanhos das vesiculas lipidicas preparadas durante o

escalonamento do método de preparagio por injeco de etanol. Indices de polidispersio

menores de 0,3,
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5.3.7. Liofilizacio das Vesiculas Lipidicas de SPC/Col

Normalmente as vesiculas unilamelares sdo estdveis por algumas semanas, periodo
apés o qual elas se agregam ou se fundem em lipossomas unilamelares grandes ou
multilamelares. Depois de véarios dias ou semanas, dependendo principalmente da
concentragdo, pureza, temperatura e da forca i0nica, a suspensio de vesiculas unilamelares
grandes transforma-se em lipossomas multilamelares (Lasic, 1988). A adicdo de acticares
pode prevenir a transformacio dos lipossomas unilamelares pequenos e grandes para
multilamelares, provavelmente devido & interagfo especifica do agicar com a cabeca polar
dos lipidios, o que pode ser muito til para a estocagem das vesiculas a longo prazo (Lasic,
1988).

Embora a estocagem das vesiculas lipidicas tenha se mostrado estdvel por 15 dias,
avaliou-se também sua conservagio na forma liofilizada, visando-se elevar seu prazo de

prateleira, geralmente estabelecido em um ano como minimo para produtos farmacéuticos.

Em todas as amostras a rehidratacio do pé liofilizado em presenca do manitol
como crioprotetor foi atingida rapidamente sem a presenca de precipitados nas amostras. A
Tabela 5.35 mostra os valores dos didmetros médios obtidos apds a rehidratacio manual
das suspensdes com dgua deionizada e a Figura 5.31 mostra as distribui¢cdes de tamanhos

correspondentes para cada amostra.

Tabela 5.35 — Valores dos didmetros médios obtidos durante o escalonamento da produgéo
das vesifculas lipidicas de SPC/Col por injeciio de etanol apds a liofilizacfo e rehidratacio

das suspensdes. As condi¢Oes experimentais foram as mesmas mencionadas na Tabela 5.34.

Condi¢do Experimental ! 2 3 4 5
Volume de Lipossomas (mL) 100 200 300 600 800
Didmetro Médio apéds 782.3 680.0 605.7 4962 4423

LiofilizacBo e Rehidratagdo

(nm)
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Figura 5.31 — Distribuigfo de tamanhos dos lipossomas liofilizados durante 24 horas apds

rehidratacdo. Indices de polidispersio menores de 0,5.
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Pela Figura 5.31, pode-se observar as mudancas nas distribui¢des de tamanho, uma
vez que todas as amostras apresentaram uma redugfo na faixa de didmetros médios obtidos,
ndo se obtendo apds a rehidratacio dos lipossomas liofilizados, particulas com didmetro de

vesicula maiores de 1000 nm.

De maneira geral, apés a rehidratacdo, apenas uma populag@o de vesiculas pode ser
observada, tendo havido uma possivel agregacdo das populagdes de menores tamanhos
observadas antes da liofilizagdo. Os difimetros médios das vesiculas lipidicas variaram de
442 aos 782 nm. Pode-se concluir desta forma, que o crioprotetor selecionado ndo foi

efetivo na prevencdo da agregacio e fusdo dos lipossomas.

Estudos posteriores usando sacarose como crioprotetor aliernativo mostraram
também que este ndo € efetivo no processo de liofilizacio, sendo provavelmente necessério
maior tempo ¢ menor temperatura durante a etapa de liofilizacdo, que aquelas empregadas
quando do uso do manitol. Embora o emprego de outros tipos de acidcares poderia ser
factivel nesta etapa, seus usos seriam limitados pelos custos geralmente maiores que

apresentam estes CI‘iOpI‘ ofetores.

5.3.8 Encapsulacdo Ativa de Doxorrubicina em Lipossomas de SPC/Col Preparados

por Injecio de Etanol em Maior Escala

Embora o processo de liofilizagdo ao que foram submetidas as vesiculas lipidicas
preparadas durante o escalonamento provocou um aumento no didmetro médio e uma
acentuada agregacdo dos lipossomas, realizou-se uma nova batelada de vesiculas as quais
foram liofilizadas e rehidratadas nas mesmas condicgOes anteriormente descritas, para

avaliar o comportamento destes sistemas na encapsulagio de doxorubicina.

As vesiculas lipidicas preparadas mostraram uma distribuicio de tamanhos
semelhantes a obtida na batelada anterior, embora os didmetros médios para os lipossomas
antes da liofilizac@o e os rehidratados foram menores que os obtidos anteriormente. Este

~

resultado poderia novamente estar relacionado & viscocidade da solugBo orghnica de

lipidios em etanol que seria influenciada por uwma temperatura ambiente mais alta no
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periodo em que foram preparadas estas vesfculas lipidicas, uma vez que em nosos ensaios a
temperatura desta solucdo organica ndo foi controlada. A encapsulacéo ativa do composto
terapéutico foi realizada em uma razdo molar inicial farmaco/lipidio (F/Linicial) de 1 durante
10 minutos a 60 °C e 200 rmp. Como mostrado na Tabela 5.36, as eficiéncias de
encapsulacdo obtidas variaram entre 52 e 73%, sendo a mais baixa a obtida para o sistema
contendo as vesiculas de menor didmetro médio. Provavelmente este resultado obtido esteja
relacionado com as caracteristicas iniclais da suspensio de lipossomas, como por exemplo
a distribuicdo de tamanhos, e n3o com possiveis efeitos do processo de liofilizacdo e

posterior rehidratacio em si.

De modo geral as eficiéncias de encapsulacdo obtidas nestas vesiculas foram
menores que as obtidas anteriormente para razdes molares iniciais menores, nas quais
valores de eficiéncias acima de 90% foram obtidos, embora os valores agora obtidos
tenham sido muito proximos dos atingidos pelas vesiculas preparadas em pequena escala

com sonicacdo na mesma razio molar inicial fArmaco/lipidio.

Tabela 5.36 — Valores dos didmetros médios e das eficiéncias de encapsulac@o obtidos
durante o escalonamento da produgdo das vesiculas lipidicas de SPC/Col por injecéo de

etanol apds a liofilizacdo e rehidratacio das suspensdes.

Condicdio Experimental 1 2 3 4 5
Volume de Lipossomas 100 200 300 600 800
(mL)
Eficiéncia de 60.0 73.1 61,6 58,9 519
Encapsulacdo (%)

Diémetro Médio ap6s 653.3 599,5 520,0 401,0 380,5
Liofiliza¢do e

Rehidratacdo (nm)
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5.3.9 Avaliacio das Caracteristicas de Lamelaridade das Vesiculas Lipidicas de

SPC/Col Preparados por Injecdo de Etanol em Maior Escala

O estudo das caracteristicas fisico-quimicas das vesiculas lipidicas preparadas pelo
método de injecdo de etanol em maior escala, como o didmetro médio e a lamelaridade ou
nimero de bicamadas, poderia ser muito importante para avaliar a adequac@o destes
lipossomas na encapsulacdo de compostos com caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas.
Vesiculas com virias lamelas lipidicas apresentariam um menor potencial de encapsulacédo
de sustancias hidrofilicas, uma vez que seu volume aquoso € reduzido quando comparado
com o cerne aquoso das vesiculas unilamelares, estas Gltimas geralmente mais adequadas
para a incorporacdo de compostos no interior de suas bicamadas. Entretanto, quando a
administracio de lipossomas com elevado didmetro ndo € critica, a utilizag@o de vesiculas
multilamelares pode ser vantajosa para a liberacdo controlada do medicamento, uma vez

que o rompimento das lamelas individuais poderia ocorrer em etapas.

O volume total (100 mL.) de vesiculas empregadas neste estudo foi preparado em
uma composicao lipidica inicial de 100 mmol/L. de SPC/Col/DMPE de 40:40:20 mol% a
uma temperatura da fase aquosa de 50 °C e agitacio de 700 rpm. A amostra destas
vesiculas lipidicas com distribui¢io de tamanho bimodal apresentou difmetros médios para
cada populacdo de 127 nm (99,4%) e de 2080 nm (0,6%). Embora nesta suspenséo lipidica
se tenha uma pequena populacdo de vesiculas com tamanhos relativamente grandes, a
maior propor¢cdo de lipossomas se enconira na faixa de 100 ao 130 nm. Assim,
desconsiderou-se a presenca da populagdo de maior didmetro médio para se estimar a
propor¢io de grupamentos amino na face da bicamada exposta ac meio aquoso, aminas

estas decorrentes da incorporaco do fosfolipidio DMPE nos lipossomas.

Para esta amostra, a concentraco externa de moléculas de amina detectada por
reacdo com TNBS foi de 0,15 mmol/L, representando 75% da concentragio total. Este
resultado conduz 4 conclusdo de que os lipossomas preparados pela metodologia de injecéo

de etanol em maior escala foram vesiculas lipidicas unilamelares pequenas (New,1990).
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5.3.10 Anailise Preliminar da Viabilidade Econdmica da Produgio de Lipossomas

Preparados por Injecio de Etanol em Larga Escala Encapsulando Kanamicina

Dentro da engenharia econdmica, define-se a avaliacdo econdmica de um projeto
de planta de produ¢éo como a andlise dos dados de custo referentes ao projeto em questio,

projeto este tido como tecnicamente vidvel,

A anélise da viabilidade econdmica da produc@o de lipossomas pelo método de
injecdo de etanol foi efetuada pela avaliagdo em escala de ordem de grandeza, na qual o
investimento total foi calculado por intermédio de indices baseados nos precos dos
principais equipamentos a serem empregados. Embora o desvio em relacio ao valor correto
do investimento necessdrio nesta etapa possa ser alto, estes cédlculos permitem obter a
primeira estimativa econdmica do retorno do investimento e a verificaciio dos principais

componentes do custo (Barbosa, 2003).

Selecionou-se para este estudo especifico o agente terap€utico kanamicina como
farmaco de interesse a ser encapsulado, por ser aplicivel a casos de tuberculose
multirresistente que, segundo a OMS, esti em torno de 5% do total de casos de tuberculose,
embora em paises em desenvolvimento indices maiores tenham sido jd verificados. Na
quimioterapia com kanamicina por via intramuscular recomenda-se uma dosagem 6tima de
15 mg/kg de massa corporea (usualmente de 750 mg a 1 g) por dia, dividida em duas doses
didrias. Estima-se, entdo, para um paciente de 60 kg, uma dosagem requerida do farmaco
livre de 900 mg/dia. Com base nos valores mais adequados de razbes molares finais
farmaco/lipidios obtidas para as vesiculas lipidicas preparadas por injecdo de etanol
automatizada, pode-se determinar a massa do composto terapéutico kanamicina associada a
uma preparagdo de lipossomas contendo, por exemplo, uma concentragio de 2 mmol/L de
lipidios, conforme mostrado na Tabela 5.37, juntamente com outras caracteristicas de

relevncia para esta preparagio.
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Tabela 5.37 — Valores dos parametros considerados ¢ estimados no célculo da massa total
de kanamicina incorporada em uma amostra de 10 ml de lipossomas de SPC/Col
preparados por inje¢do de etano! automatizada a uma concentragéo lipidica de 2 mmol/L. A

4rea ocupada por molécula de SPC/Col foi considerada nos calculos como 38,0 A,

Variavel Valor

Didmetro médio das vesiculas(nm) 1500
Razao molar final farmaco/lipidio (F/Lna) 0.1
Concentragdo do farmaco em soluc¢io (mmol/L) 0.2
Concentraciio de kanamicina no cerne aquoso das 53,5

vesiculas (mmol/l.)

Massa de kanamicina incorporada nos 10 mL de 312

suspensdo lipossomal (mg)

Uma vez que a literatura registra aumentos na eficdcia terapéutica dos agentes
tuberculostaticos encapsulados em lipossomas de até 2.000 vezes (Agarwal e col., 1994),
para determinar os efeitos terapéuticos das preparacGes lipossomais de kanamicina e
estabelecer os niveis de farmaco efetivamente requeridos, ensaios in vitro € in vivo destas
preparagOes devem ser realizados. Considerando-se que a minima eficdcia terapéutica da
kanamicina encapsulada nos lipossomas seria equivalente & do firmaco na sua forma livre,
necessitar-se-ia trés doses didrias de uma suspensdo de 10 mL com as caracteristicas
explicitadas na Tabela 5.37 ou entdo realizar uma terapia com um volume trés vezes maior

desta amostra.

Considerando-se o tempo de terapia recomendado pelo Ministério da Saide (1995)
de 5 dias, cada doente precissaria de um volume total de farmaco encapsulado de 150 mL.
Estimando que dos quase 9 milhdes de infectados anualmente no mundo, cerca de 5%
precisariam deste tipo de terapia com o composto kanamicina encapsulado em lipossomas,
uma demanda minima anual de 67.500 L de medicamento seria verificada. E interessante

ressaltar que a literatura na qual comumente se aborda o escalonamento da producio de



Capitulo V. Resultados e Discussdo 177

lipossomas pelo método de injecdo de etanol, considera-se como capacidade industrial a

produgdo de centenas de litros por batelada (Wagner e col., 2002).

Industrialmente, define-se a receita bruta ou lucro operacional como o montante
gerado com as vendas {receita bruta operacional ou faturamento) descontados os custos
(Schmidell e col., 2001), estando englobadas nos custos as despesas relativas s compras e
as transformag0es requeridas (fabricacdo, matéria-prima, utilidades, mio-de-obra, despesas
administrativas, industriais, comerciais, dentre outras). Embora seja importante mencionar
a receita bruta de um processo produtivo, o valor real que permite avaliar o movimento
financeiro de um processo seria a entrada em caixa, também denominado fluxo monetério.

Este valor de fluxo monetdrio € representado pela receita bruta menos o imposto de renda.

A Figura 532 mostra uma proposta de planta para a producfio de vesiculas
lipidicas com didmetro médio em torno de 150 nm apresentando um gradiente de pH de
cerca de 3,4 unidades preparadas pelo método de injecdo de etanol e a incorporagio de
kanamicina nestas vesiculas, resultando em suspensdes a 2 mmol/L. em lipidios contendo

0.2 mmol/L de fArmaco.

A planta proposta neste trabalho operaria de forma descontinua, considerando-se
uma eficiéncia de produgio maxima de 90% com relacfio ao rendimento do processo, visto
que, na temperatura de injecdo empregada ocorre evaporacdo de boa parte do etanol, e
também levando-se em conta que nos ensaios realizados em menor escala verificam-se
perdas de até 5% do material decorrentes de sua transferéncia entre os diferentes
equipamentos do sistema. Estimando-se uma produgdo anual de 69.000 L,
(aproximadamente 69 m*/ano) de suspensdo e um tempo de operacdo da planta de produgio

de 240 dias/ano, podem ser obtidos aproximadamente 288 L de lipossomas por dia.
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Na Figura 5.32, os tanques | e 2 contém as solugdes organica de lipidios e aquosa
de 4cido citrico respectivamente. Os equipamentos 3 e 4 sdo os dois tanques de mistura
para os quais as solucGes orginica e aquosa sdo transportadas pelas bombas 9 e 10 para a
formacao dos lipossomas. Os equipamentos 5 e 6 sdo tanques encamisados nos quais €
ajustado o pH das suspensoes preparadas a 25 °C. Os equipamentos 7 € 8 sio os dois
tanques de armazenamento das suspensdes de vesiculas com temperatura controlada a 5 °C.
O tanque [1 € o de armazenamento da solucdo aquosa do fdrmaco kanamicina, que €
incubada com a suspensdo de lipossomas a 60 °C no tanque de mistura 12. Os

equipamentos 13 ¢ 14 sdo dois tanques de armazenamento da suspensio terapéuticaa 5 °C.

O preco de equipamentos na indusiria quimica pode ser afetado por diversos
fatores como o seu tamanho, o material de construcio, a instrumentacao, a inflacdo e outras
condicOes de mercado. Na inddstria de bioprocessos, a maioria dos equipamentos
empregados sdo construidos de ago inoxiddvel, sendo entdo a mudanca de tamanho a que
mais afeta seu preco (Petrides, 2000). Fregiientemente a estimativa de precos dos

equipamentos a serem utilizados em inddstrias de bioprocessos € realizada a partir da

equacdo 5.6.

Custo; = Custo,; (Tamanhoy/T amanhol)a (5.6)

O valor do exponente a encontra-se na faixa de 0,5 ¢ 1. Um valor normalmente
empregado para este exponente € 0,6 e, de acordo com esta consideragdo, quando o
tamanho de um equipamento dobra, seu custo incrementa em aproximadamente 52%. Com
base na expressdo 5.6 e nos precos sugeridos por Petrides (2000) foram calculados os
precos dos equipamentos propostos no fluxograma mostrado anteriormente. A Tabela 5.38

mostra esta estimativa de pregos.
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Tabela 5.38 — Estimativa dos precos de equipamentos da planta de producfio de lipossomas.

Equipamento Quantidade Prego unitario Custo total
(US$) (USS)

Tanqgue agitado encamisado (1) de 15L 1 3.580,00 3.580,00
Tanque agitado encamisado, (3,4,5,6,7,8) de 100 L. 6 11.160,00 66.960,00
Tanque agitado encamisado (2,11,13,14) de 200 L 4 16.900,00  67.600,00
Tangue agitado encamisado (12) de 400 L 1 25.600,00 25.600,00
Bombas centrifugas (9,10) 2 2.500,00 5.000,00
Custo total de compra de equipamento (CC) 168.740,00

O investimento envolve todas as despesas relativas & construcéo e instalacido dos
equipamentos na planta, incluindo também o inicio da operacéo da planta. Considerou-se
nesta etapa, que a industria responsavel pela producdo das vesiculas lipidicas tenha uma
certa infraestrutura no ramo biotecnoldgico, como por exemplo, a existéncia de laboratérios
dotados de equipamentos necessdrios para a caracterizac@o dos lipossomas, e que opere jé
na producdo de medicamentos, sendo o setor de produgdo de lipossomas uma unidade
adicional no projeto global. Admitiu-se também que esta indidstria conta com capacidade
ociosa em sua drea de utilidades, suficiente para fornecer dgua e vapor, como também

adequado tratamento de residuos sélidos e efluentes.

O custo total de producio ou os gastos que advirdo com a operacio da planta de
producio € a soma de dois tipos de componentes, os custos varidveis (CV) e os custos fixos
(CF). Nos custos varidveis estdo incluidas todas as despesas que dependem da quantidade
de producdo, enquanto encontram-se¢ nos fixos, os que dependem exclusivamente da
organizagdo ¢ administragio, Estes ultimos custos ndo se alteram com variagbes na escala

de producéo.

Na Tabela 5.39 encontram-se os indices médios utilizados na indistria de
bioprocessos segundo Petrides (2000) e que devido as caracteristicas deste processo, devem

ser semelhantes.
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Tabela 5.39 — Indices médios de composi¢io do investimento total a partir do prego dos

equipamentos (Petrides, 2000).

Item de custo Meédia do multiplicador

Investimento (US$)

1 - CUSTO DIRETO DA PLANTA (CD)

Instalacio 0,50x CC 84.370,00
Tubulagfio 0,40xCC 67.496,00
Instrumentagdo 0,35xCC 59.059,00
Isolamento 0,03xCC 5.062,20
Instalagéo elétrica 0,15xCC 25.311,00
Subtotal 241.298,20
2 - CUSTO TOTAL INDIRETO DA PLANTA (CD)

Engenharia 0,25xCD 60.324,55
Construcao 0,35xCD 84.454,37
Subtotal 144.778,92
3 - CUSTO TOTAL DA PLANTA (CTP=CD+CI) 386.077,12
Honordrias do empreiteiro (HE) 0,05xCTP 19.303,85
Contingéncia (C) 0,10xCTP 38.607,71
4 - CAPITAL FIXO TOTAL (CFT=CTP+HE+C) 443.988,69
Capital de giro (Cgiro) 0,10xCFT 44.398,86
Causto de partida (Cgearup) 0,05xCFT 22.199,43
5 - CAPITAL DE INVESTIMENTO (CTI=CFT+Cgiro+Cstarrup) 510.586,99
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A Tabela 540 mostra a estimativa do custo das principais matérias-primas
envolvidas no processo em questdo. Para a avaliacdo da viabilidade econdmica deste
sistema considerou-se em todos 0s casos o prego praticado pela Sigma Chemical Company,
EUA (2001). Geralmente, em processos biotecnolégicos, de 10 a 80% do custo total de
producdo € atribuido a matéria-prima. Considerando-se a porcentagerm minima de 10% e
sem considerar os custos de mao-de-obra, tem-se entdo que o custo de produgfo anual das

vesiculas lipidicas encapsulando o composto kanamicina sera de US$ 2.694.239,30.

Tabela 5.40 — Estimativa dos custos da matéria-prima (Catdlogo da Sigma Chemical
Company, 2001).

Material Quantidade (kg/ano) Prego unitario(US8/kg)  Custo total (US$/ano)

Lecitina 90,48 218,00 19.724.64
Colesterol 29,52 6.280,00 185.385,60
Etanol 1.920,00 0,50 - 0,60 960,00
Acido Citrico 2,30 14,89 34,25
Kanamicina 16,11 3.704.,00 59.671,44
Agua 72.960,00 0,05-0,20 3.648,00
Custo total da matéria-prima 269.423,93

O preco de venda dos lipossomas produzidos € de dificil estimativa, pois os
produtos equivalentes no mercado destinam-se mais fregiientemente para aplicacBes
cosméticas que para farmac€uticas. Tomou-se entdo como base o preco praticado pela
Sigma Chemical Company, EUA para vesiculas vazias, de aproximadamente US$ 80 para
uma formulacdo de 10 mL de lipossomas com didmetros médios de até 400 nm obtidos por

extrusio.
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Se os impostos caiculados sobre o lucro bruto correspondem a 40%, pode-se entdo
estimar os rendimentos e o lucro liguido considerando-se um prego de US$ 100 por litro. A

Tabela 5.41 apresenta a andlise econdmica global para esta planta de producéo.

Pode-se observar que como o custo de investimento € menor que os lucros liquidos
anuais obtidos, a planta € viavel economicamente. Nestas condicdes, 0 preco do produto
final poderia ainda ser menor que o estimado.Considerando-se a taxa de juros nula, estima-

se que o periodo de recuperacio do investimento seja inferior a trés meses (2,4 meses).

Tabela 5.41 —Analise econdmica total para a produgdo de lipossomas pelo método de

injecdo de etanol.

ltem Valor
Capital total de investimento (US$) 510.586,99
Custo total da matéria prima (US$/ano) 269.423,93
Custo total de producgio (US$/ano) 2.694.239,30
Capacidade da planta (L/ano) 69.000
Preco de venda (US$/L) 100,00
Rendimentos (US$/ano) 6.900.000,00
Lucro bruto (US$/ano) 4.205.760,70
Impostos (US$/ano) 1.682.304,28
Lucro liguido (US$/ano) 2.523.456,42

Desta forma, observa-se que ndo somente este processo € economicamente vidvel,
como também € economicamente atraente. Salienta-se que para a realizacdo deste trabalho,
este método de preparacio de lipossomas foi escolhido justamente pelo baixo investimento

em equipamentos.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusdes

1. Com relagio as caracteristicas das matérias-primas empregadas no trabatho,
observou-se que a drea média ocupada por molécula para os lipidios e para as misturas
compostas por estes foram de 40 A? para o DSPC, 38 A? para o Col, 38 A® para a mistura
DSPC/Col, 46 A” para a SPC e 38 A’ para a mistura SPC/Col. A temperatura de transicio
de fases da SPC foi de 50,4 °C e os baixos coeficientes de particio da kanamicina
indicaram seu caréter predominantemente hidrofilico.

2. Vesiculas lipidicas preparadas por extrusdo permiitiram a encapsulagio ativa de
isoniazida, pirazinamida e rifampicina com eficiéncias de encapsulagio de até 28,9%.

3. A incorporagdo ativa de isoniazida em lipossomas preparados pelo método de
injecdo de etanol em escala de bancada foi sensivel a variagGes na razdo molar inicial
farmaco/lipidio utilizada. A eficiéncia de encapsulagdo deste farmaco em vesiculas
submetidas ao processo de congelamento-descongelamento foi préxima & obtida para as

vesiculas ndo tratadas e para vesiculas extrudadas.

4. A incorporacio passiva de rifampicina em lipossomas de SPC/Col preparados
pelo método de injecdo de etanol em pequena escala possibilitou a encapsulacdo deste

composto com eficiéncias de até 21,3%.

3. A encapsulagio ativa de tuberculostiticos em vesiculas de SPC/Col preparadas
pelo método de injecio de etanol em escala de bancada permitiu obter eficiéncias de
encapsulacio de até 100% para a isoniazida ¢ de 63% para o farmaco kanamicina.
Variagdes nas razdes molares iniciais provocaram alteracdes nas razdes molares finais € nas
eficiéncias de encapsulagdo ativa dos compostos nas vesiculas lipidicas de SPC/Col. A

temperatura € o tempo de incubacdo mostraram-se também como pardmetros importantes
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na encapsulagio ativa de kanamicina, sendo que maiores eficiéncias foram obtidas a 60 °C
¢ 60 minutos de incubacfo.
6. A encapsulacdo passiva de kanamicina permitiu obter uma eficiéncia de

encapsulacio de apenas 1,45%.

7. As eficiéncias de encapsulacio atingidas na incorporagdo ativa de
doxorrubicina em vesiculas de SPC/Col preparadas pelo método de injec@io de etanol em
escala de bancada foram altas, chegando até 100%, sendo sensiveis s variacdes nas razoes
molares iniciais farmaco/lipidio empregadas durante a incubacio. Entretanto, os lipossomas
obtidos por inje¢@o de etanol nao apresentaram retencio estdvel deste composto apds cinco
dias de estocagem e recomenda-se, entdo, que a incorporacdo ativa de farmacos em
lipossomas preparados por injec@o de etanol deve ser efetuada tdo logo o gradiente de pH
seja estabelecido nas vesiculas.

8. Os estudos de ampliacéio de escala mostraram que o tipo ¢ a intensidade da
agitagio da fase aquosa, bem como sua temperatura ¢ o didmetro da agulha de injecfo
foram as varidveis operacionais que mais influenciaram o didmetro médio e a distribui¢io
de tamanhos das vesiculas preparadas por injec3o de etanol. As vesfculas lipidicas de
SPC/Col preparadas podem ser consideradas como unilamelares pequenas.

9. As eficiéncias de encapsulagio ativa de pirazinamida e kanamicina em
vesiculas obtidas em escala ampliada pelo método automatizado de injecdo de etanol foram
principalmente influenciadas pela concentragdio inicial de lipidios e pela agitagdo da fase
aquosa. O melhor desempenho na encapsulacdo ativa de kanamicina foi mostrado pelas
vesiculas contendo DSPC/Col, que apresentaram boa estabilidade estrutural.

10. O modelo matematico empregado para o estudo de transposic@o de escala da

produgéo de lipossomas pelo método de injegdo de etanol mostrou-se apropriado.

11. A avaliacio da conservacgio das vesiculas obtidas em maior escala na forma
liofilizada mostrou uma reduc@o na faixa de didmetros médios obtidos acompanhada,
entretanto, do aumento do didmetro médio das vesiculas, indicando que os crioprotetores

selecionados ndo foram efetivos na prevencdo da agregacio e fus@o dos lipossomas.
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12. A encapsulagdao ativa de doxorrubicina em lipossomas liofilizados e
rehidratados permitiu obter eficiéncias de encapsulagdo menores que as obtidas nas

vesfculas ndo liofilizadas.

13. A anélise preliminar da viabilidade econdmica da producéo de lipossomas por
injecio de etanol incorporando kanamicina em maior escala mostrou que 0 processo €

economicamente viavel.

6.2. Sugestdes

Como continuidade ao trabatho desenvolvido sugere-se:

1. Avaliar a encapsulacio conjunta dos compostos teraputicos selecionados
em vesiculas preparadas pelo método de injegio de etanol em maior escala;

2. Avaliar ¢ uso de outros crioprotetores para a liofilizagdc das vesiculas
lipidicas;

3. Monitorar a estabilidade de estocagem e de retenc@o do firmaco ativamente
encapsulado das vesiculas lipidicas liofilizadas, por no minimo quatro semanas;

4.  Efetuar a avaliagdo do desempenho in vitro das preparacbes mais estdveis

encapsulando os agentes tuberculostdticos,
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