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Nomenclatura

p: ParAmetro de empacotamento
¥: Volume molecular da porgio hidrofébica
Ay Area superficial o6tima

l.: Comprimento critico da cadeia ou cadeias de hidrocarbonato

[HA " |interma: Concentragio interna do composto protonado
{HA+]enema: Concentragiio externa do composto protonado
[H " Jinterna: Concentragiio interna de prétons

[H " Jexterna: Concentraciio externa de prétons

E: Eficiéncia de encapsulamento

Rh: Raio hidrodindmico médio

k: Constante de Boltzmann

T: temperatura absoluta

D: Coeficiente de difusdo médio da vesicula

#: Viscosidade do solvente

% Cq;Es: Porcentagem de tensoativo

A: Absorbéncia a diferentes concentragioes de tensoativo

Ao: Absorbincia na concentraco de tensoativo igual zero




Abreviacoes

DSPC: Distearoilfosfatidilcolina

Col: Colesterol

P: Coeficiente de partigdo

D/L: Razdo molar droga/lipidio

VOL: Vesicula Oligolamelares

VML: Vesicula Multilamelar

VMYV: Vesicula Multivesicular

VUP: Vesicula Unilamelar Pequena
VUG: Vesicula Unilamelar Grande
VUGI: Vesicula Unilamelar Gigante
PEG: Polietilenoglicol

SER: Sistema Reticulo-endotelial

t12: Tempo de meia vida de circulacio
MAC: Mycobacterium Avium

PC: Fosfatidilcolina

DCP: Dicetilfosfato
DSPE-PEG:Distearoilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol
O-SAP: O-estearoilamilopectina

HIV: Virus de Imunodeficiéncia Humana

Te: Temperatura de transicdo gel/liquido cristalino dos fosfolipidios

AIDS: Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
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RESUMO

Rodriguez, Q. J. - Preparagio e Caracterizagdo de Lipossomas para a Administraco por Inalagio de Compostos
Terapéuticos Utilizados na Terapia da Tuberculose. Tese {(Mestrado)
Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 1999

A Tuberculose, atualmente, ¢ um dos mais sérios problemas de saidde piblica mundiais,
especialmente em paises em desenvolvimento, estando associada & morte de pelo menos trés milhdes
de pessoas por ano. Dentro deste contexto, o presente trabalho visou a preparacio e caracterizacdo de
lipossomas (vesiculas lipidicas) destinados ao aumento da eficacia de drogas fregiientemente utilizadas
nas terapias primaria e¢ secundaria da Tuberculose, para a liberagdo controlada por inalagio das
mesmas. Lipossomas unilamelares foram preparados a partir de 60 mol % de
Distearoilfosfatidilcolina ¢ 40 mol % de Colesterol. As drogas Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina ¢
Etionamida, foram incorporadas nos lipossomas por encapsulamento passivo no cerne aquoso ou na
bicamada lipidica das vesiculas. As preparagdes, foram caracterizadas quanto as concentragdes finais
de lipidios e de drogas, ao didmetro médio dos lipossomas, e a estabilidade de estocagem na forma de
suspensio a 5°C. Para as amostras com meihores desempenhos quanto ao encapsulamento e 2
estabilidade de estocagem, foram realizados ensaios complementares de avaliacdo da estabilidade das
vesiculas quando em presenca do tensoativo ndo-iénico Ci;Es. Ensaios similares foram também
realizados para as mesmas drogas, além da Estreptomicina, empregando-se a técnica de incorporagio
ativa estabelecendo-se um gradiente de pH na bicamada lipidica de 3,4 unidades. Os resultados
indicaram uma forte associacio entre os protocolos experimentais utilizados, a eficiéncia de
encapsulamento e a estabilidade dos sistemas obtidos. As drogas Isoniazida, Pirazinamida e
Ftionamida foram passivamente incorporadas em lipossomas, em razdes molares finais droga/lipidio
(D/1.) de 0,33, 0,29 e 0,04 respectivamente. Os didmetros médios das vesiculas variaram de 286 a 329
nm. Estas vesiculas apresentaram boa estabilidade de estocagem na temperatura de 5°C pelo periodo de
3 semanas e foram estdveis na presenca de C;Es. Nao se verificoun a incorporaco de Rifampicina pelo
uso desta metodologia. Através da incorporagdo ativa pdde-se encapsular todas as drogas em
lipossomas, obtendo-se valores de D/L de 0,21 para a Isoniazida e a Pirazinamida, de 0,04 para a
Rifampicina e de 0,22 para a Etionamida e a Estreptomicina. Para estas vesiculas, os didmetros médios
variaram de 322 a 404 nm. Assim, os resultados indicaram que o encapsulamento estiavel das drogas
testadas em lipossomas ¢ factivel, e que a incorporacio ativa, embora tenha conduzido 2 menores D/L

em algumas situagdes, resulta em eficiéncias de encapsulamento mais elevadas.

Palavras—chave: lipossomas, encapsulamento, terapia de tuberculose, tuberculostaticos
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ABSTRACT

Rodriguez, O. J. - Preparagio ¢ Caracterizacio de Lipossomas para a Administracio por Inalagdo de Compostos
Terapéuticos Utilizados na Terapia da Tuberculose. Tese (Mestrado)
Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 1999

Nowadays, Tuberculosis, is one of the most serious problems of public health worldwide,
specially in development countries, being associated to the death of at least three million people yearly.
In this context, the present work aimed the preparation and characterization of liposomes (lipid
vesicles) designed to increase the effectiveness of drugs frequently used in Tuberculosis primary and
secondary therapy, through the controlled release of these drugs by inhalation. Unilamellar liposomes
were prepared with 60 % mol of distearoylpHospHatidylcoline and 40 % mol of cholesterol. The
drugs Isoniazid, Pyrazinamide, Rifampin and Ethionamide were incorporated in the liposomes by
passive loading in vesicle aqueous core or in its lipid bilayer. The formulations obtained were
characterized in terms of their final lipid and drug concentrations, vesicle mean diameter, and stability
during storage at 5°C as an aqueous suspension. The samples presenting the best encapsulation
efficiencies and storage stability were also characterized concerning to their stability when in contact
with the non-ionic surfactant C;,Es. Similar encapsulation studies were also accomplished for the same
drugs, besides Streptomycin, using the active loading technique based on imposing a transmembrane
pH gradient of 3.4 units. The results indicated a strong association among the experimental protocols,
the trapping efficiency and the stability of the obtained systems. The drugs Isoniazid, Pyrazinamide
and Ethionamide were passively incorporated in liposomes at final drug to lipid molar ratios (D/L) of
0.33, 0.29 and 0.04, respectively. The mean diameters of the vesicles varied from 286 to 329 nm.
These vesicles presented good storage stability at 5°C for 3 weeks and they were also stable in the
presence of C,;Es. Rifampin was not incorporated in liposomes the use of this methodology. The active
loading technique allowed the encapsulation of ail drugs tested in liposomes, at final D/L values of
0.21 for Isoniazid and Pyrazinamide, 0.04 for Rifampin and 0.22 for Ethionamide and Streptomycin,
respectively. For these vesicles, the mean diameters varied from 322 to 404 nm. Therefore, the results
indicate that the stable incorporation of the tested drugs in liposomes is feasible, and that the active
loading technique results in higher encapsulation efficiencies, in spite of giving lower D/L values in

s0me cases.

Key-words: liposomes, encapsulation, tuberculosis therapy, tuberculostatics
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CAPITULO1

INTRODUCAO

Nos hltimos anos, a terapia da Tuberculose tem despertado grande interesse em nivel
mundial, pois embora ji existam drogas eficazes para seu tratamento, a taxa de mortalidade
ainda continua muito elevada. Além disto, pacientes portadores de AIDS e de Hanseniase tém
sido infectados mundialmente em nmeros expressivos com o Mycobacterium tuberculosis.

Esta doenca, erroneamente tida como controlada e, portanto, negligenciada desde o
inicio dos anos 60, é hoje uma ameaga entre as doencas infecciosas, sendo no mundo a
primeira causa de morte em pessoas acima de 5 anos de idade. Em 1993, a Tuberculose foi
declarada pela Organizagio Mundial da Saude como uma emergéncia mundial, com o antncio
de sua magnitude na préxima década de 90 milhdes de casos € de 30 milhdes de mortes em
todo o mundo.

Nos altimos 10 anos esta doenga apresentou declinio, sendo considerada como sob
controle, tendo atualmente recrudescido nos mais diferentes contextos sdcio-econdmicos,
desde areas bastante pobres da Africa, até regides industrializadas como os EUA e vérios
paises europeus, onde a doenga tem sido a causa de mais de 25 % das mortes de adultos que
poderiam ter sido evitadas. Os avangos no seu conhecimento e a tecnologia disponivel para
seu controle nfio tém sido suficientes para reduzir significativamente a sua morbidade e
mortalidade.

O Brasil conta com quase 40 milhdes de infectados pelo bacilo de Koch, sendo que
cerca de 90 mil casos novos sfo notificados por ano, 0 que o coloca como o sexto pais do
mundo em incidéncia de Tuberculose. Cerca de 6 % dos acometidos morrem com ou devido a
Tuberculose ¢ um nimero nfo estimado sobrevive com problemas respiratérios ou outros

problemas de satde em conseqiiéncia de seqiielas da doenca (FIUZA, 1997).




2 Capitulo I - Introducdo

Estima-se que diariamente ocorram cerca de 10 novos casos e que 14 doentes morram no
Brasil devido a esta enfermidade. A incidéncia da doenga ocorre em curva ascendente a partir
dos 15 anos de idade, atingindo seu dpice nas faixas etdrias de maior atividade produtiva. Os
prejuizos para a nacdo sfo elevadissimos e, paradoxalmente, provocados por uma doenga
evitivel e reconhecida com uma das mais baixas relagdes de custo-efetividade para seu
controle.

Quando conduzida de maneira adequada, a terapia da Tuberculose, pode resultar em
praticamente 100 % de eficiéncia de cura. No entanto, a terapia da doenga, de acordo com os
programas oficiais de satide, nfo tem tido o sucesso esperado, contando-se com apenas 75 %
de cura no pais, quando pelo menos 85 % deveriam ser atingidos para um controle adequado
da Tuberculose. Uma das maiores causas do insucesso da terapia € a alta taxa de abandono do
tratamento, que pode chegar a 25 %, e que reflete no desenvolvimento de resisténcia do
organismo causador da doenga, o Mycobacteruim tuberculosis, aos antibidticos geralmente
usados.

As principais caracteristicas do tratamento convencional da Tuberculose sfo: os efeitos
colaterais, toxicidade a células normais, longe tempo de terapia, desenvolvimento de
resisténcia dos microrganismos aos medicamentos, necessidade de doses freqiientes e de
obtenc@o de concentra¢des adequadas de drogas nos compartimentos onde o Mycobacterium
tuberculosis se aloja. Tais caracteristicas indicam wma necessidade premente do
desenvolvimento de novas técnicas de tratamento que possam aumentar o indice terapéutico
das drogas comumente utilizadas neste tratamento.

A relevéncia deste trabalho de pesquisa reside no fato de que formulacdes de vesiculas
lipidicas contendo compostos terapéuticos encapsulados, apresentam um bom potencial de
aplicagfio na terapia da Tuberculose. Pois, além de aumentar a razdo entre a eficacia e os
efeitos colaterais dos medicamentos pela modificagdio de sua farmacocinética e
biodistribuicio, grande parte dos problemas associados & terapia convencional da doenca

poderiam ser minimizados.
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Os lipossomas descobertos no ano de 1961 pelo cientista inglés Alec D. Bangham,
embora tenham tido valorizado seu potencial de aplicacdo nas dreas médicas e farmacéuticas
somente cerca de 15 anos depois, representam wna opg¢do relevante no rejuvenescimento de
compostos terapéuticos e nas pesquisas bdsicas sobre modelos de membranas celulares,
despertando interesse dos pontos de vista comercial e cientifico.

Drogas encapsuladas em lipossomas tém tido wvariadas aplicagBes onde o
encapsulamento € a prote¢do de substincias sdo requeridos, principalmente para a liberagio
controlada de compostos terapéuticos in vivo. Estas vesiculas lipidicas tém sido testadas com
sucesso como transportadores de drogas, material genético, enzimas e outras macromoléculas
para o interior de células vivas (LASIC, 1988; 1992).

Em estudos pré-clinicos foi demostrada a potencialidade do uso de compostos
terapéuticos encapsulados em lipossomas no tratamento de diversas doengas, entre elas a
Leishmaniose, a Artrite e especialmente o Céncer (OSTRO, 1987a; 1987b; LASIC, 1992;
CROMMELIM e SCHREIER, 1994; LASIC e MARTIN, 1995). O desenvolvimento de
pesquisas relacionadas ao encapsulamento em vesiculas lipidicas de drogas ou vacinas aliado
ao recente avango na tecnologia de lipossomas culminou no desenvolvimento de diversas
formulagdes de lipossomas injetdveis com uso licenciado em humanos (GREGORIADIS,
1995; LASIC e MARTIN, 1995).

Além das razbes de importincia farmacoldgica, a administragdo controlada de
medicamentos pelo uso de lipossomas tem se mostrado economicamente interessante para
companhias farmacéuticas. Estima-se que o desenvolvimento de veiculos para a administracio
de compostos terapéuticos j4 existentes envolva verbas de 10 a 20 milhdes de dolares, por
periodos de 4 a 6 anos, em contrapartida aos custos elevados da pesquisa e comercializagio de
novas drogas (entre 100 e 200 milhSes de ddlares, por periodos de 8 a 10 anos).

O progresso em aplicagdes médico-farmacéuticas das formulacdes de lipossomas
encapsulando compostos terapéuticos estd diretamente associado a metodologia de preparagio
das vesiculas lipidicas. As caracteristicas fisico-quimicas e o0 impacto bioldgico final associado

4 sua administracdo é determinado pela adequada selecdo do tamanho das vesiculas, do
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método utilizado para a incorporagfo do agente terapéutico nos lipossomas e da composicao
em lipidios das vesiculas, tendo-se sempre em consideragdo ¢ custo e disponibilidade dos
materiais selecionados.

A grande versatilidade e disponibilidade de métodos de preparagio de lipossomas
possibilita uma sele¢do racional de protocolos adequados as necessidades farmacolégicas
especificas, tendo em conta a dosagem necessdria € a rota de administragdo.

Estabelecidas as melhores metodologias segundo os objetivos no campo farmacologico,

o uso de estratégias de otimizacgio ¢ imprescindivel para garantir, entre outras caracteristicas, a

incorporacdo eficiente ¢ econbémica do composto terapéutico, bem como a estabilidade

quimica e fisica do sistema obtido (MORAES, 1996).
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CAPITULO II

OBJETIVOS

O objetivo global deste trabalho foi o de contribuir para o estudo do aumento do indice
terapéutico de drogas utilizadas no tratamento da Tuberculose, através de seu encapsulamento
em lipossomas. O objetivo global compreendeu os seguintes objetivos especificos:

e Avaliagdo do potencial de encapsulamento e retengio em lipossomas de compostos
utilizados nas terapias priméria e secundaria da Tuberculose pela determinacio dos
coeficientes de partigdo destes compostos em sistemas Oleo/solugdes aquosas e
octanol/solugdes aquosas, com a fase aquosa apresentando diferentes valores de pH e de
concentragdes em sais, simulando os ambientes aquosos interno e externo aos lipossomas;

» Aplicagio e avaliagdo de metodologias para a preparagiio e caracterizagéo de lipossomas
encapsulando drogas para o tratamento primario e secundario da Tuberculose (Isoniazida,
Pirazinamida, Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina), em formulagdes potencialmente
adequadas para a administragiio por inalacdo. Os efeitos das condigdes de encapsulamento na
incorporagdo dos compostos terapéuticos em lipossomas unilamelares extrudados por
membranas com didmetro de poro de 400 nm foram estudados, bem comeo a influéncia de
variaveis como a razdo molar inicial droga/lipidio na estabilidade dos sistemas;

o Avaliagdo do comportamento dos lipossomas quanto a estabilidade das formulacdes
obtidas. Dos pontos de vista de estabilidade de estocagem a 5 °© C por 3 semanas e de
integridade da bicamada lipidica ap6s a incorporago dos compostos terapéuticos frente a

adi¢do do tensoativo Ci2Es.
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CAPITULO III

REVISAO DA LITERATURA

3.1 A Tuberculose e as Caracteristicas de seu Tratamento

No ano de 1882 o cientista Robert Koch anunciou a descoberta do Mycobacterium
tuberculosis, microorganismo causador da Tuberculose, doenga infecto-contagiosa que pode
apresentar carater croénico € uma elevada taxa de mortalidade quando ineficientemente tratada.
Embora o M.tuberculosis tenha preferéncia pelo tecido pulmonar, pode se apresentar nas mais
variadas manifestagdes e localizagdes (pulmdes, sistema nervoso, intestino, rins, etc.). O
Mycobacterium tuberculosis € encontrado na forma de bacilos aerébios estritos, medindo entre
0,3-0.6 por 0,5-4,0 um, caracterizados por seu lento crescimento. Seu desenvolvimento requer
varias semanas, com uma duplicagfio apenas a cada 16 a 20 horas, proporcional as tensdes de
oxigénio do meio e a elevada proporcdo de mutantes (LACAZ, 1969).

Inicialmente, a terapia da Tuberculose fundamentava-se no aumento da resisténcia do
paciente através do repouso e dietas (GAENSLER, 1982). Antes da descoberta de medicagBes
efetivas, dois tergos dos pacientes com Tuberculose pulmonar ativa morriam em até 5 anos
apoOs o desenvolvimento da doenga. O marco inicial da terapéutica medicamentosa fol a
descoberta da Estreptomicina por WAKSMAN, em 1944, seguida em 1949, do Acido p-
Aminosalicilico e particularmente, da introducgéo de Isoniazida em 1952 (TOMAN, 1980).

A terapia de infe¢bes causadas por organismos do género Mycobacterium é ainda um
desafio. Quando estes microrganismos entram especificamente nos pulmdes, sdo fagocitados
por macrdfagos, podendo se multiplicar no interior das células e localizando-se em um

compartimento denominado fagossomo. Normalmente, o fagossomo se funde a outro
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compartimento do macrdéfago, denominado lisossomo, que contém substincias como enzimas
que degradam o material contido no fagossomo. Esta fusdo nZo ocorre no caso do M
tuberculosis € o microrganismo sobrevive no interior do macréfago. Com a multiplicacio da
bactéria, 0 macrofago morre, liberando os microrganismos, que serfio absorvidos por mais
macrofagos. A presenga destas células e também de células T no sitio infectado origina um
granuloma € em 5 % dos casos a infecdo se espalha por outras partes do pulmio (ROUHI,
1999).

Atualmente tem-se observado um aumento no numero de casos de Tuberculose, em
decorréncia principalmente de fatores como desnutri¢io, aglomerag@o de pessoas, pobreza, co-
infec¢do com o virus HIV e desorganizagfio e ineficiéncia dos servigos ligados a 4rea de satde
plblica. Estes fatores reforgam as tendéncias de detecgfo tardia e o abandono precoce do
tratamento, que por sua vez, intensificam o grave problema da multirresisténcia aos
antibidticos, reduzindo a efetividade do tratamento primario da Tuberculose (Rifampicina,
Isoniazida e Pirazinamida), altamente eficaz quando adequadamente seguido e de baixo custo
(R$75,00 em medicamentos por paciente).

Um grave problema para o controle da Tuberculose é o surgimento da multirresisténcia
as drogas, freqlientemente incuravel. Embora previstos regimes de retratamento para recaidas,
recidivas e faléncias apds uso total ou parcial do esquema do tratamento primario, pode-se
esperar, neste contexto, um aumento progressivo de pacientes portadores de Tuberculose
multirresistente as drogas usuais. Esquemas terapéuticos para esses casos vém sendo testados
e comprovados no pais, porém com eficacia aquém dos regimes normativos e custo muito alto,
estimado em R$3.000,00 em medicamentos por paciente (FIUZA, 1997).

No Brasil, um estudo realizado no periodo de 1986 a 1988 mostrou que os niveis de
resisténcia primaria detectados foram baixos, porém nio ha dados recentes que permitam

conclusdes mais precisas sobre 2 situacfo atual da resisténcia do Mycobacterium tuberculosis

a uma ou varias drogas (multirresisténcia).
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A Tuberculose é uma doenca que se espalha muito facilmente entre os membros da
sociedade através do ar. Quando uma pessoa tosse, espirra, fala ou expectora, os bacilos
sdo propelidos dos pulmdes para o ar, e se a pessoa contaminada ndo é tratada, ela pode entio
infectar pela respiragio de 10 a 15 pessoas no periodo de um ano. O crescimento gradativo da
resisténcia aos medicamentos tem sido bem documentado através do mundo e representa um
desafio real e direto aos segmentos nfo infectados de toda a populagio (SBARBARO, 1997).

No Brasil, especificamente em 1995, teve-se uma incidéncia de Tuberculose de
aproximadamente 91.000 casos (RUFINO NETO, 1997), onde um dos problemas mais graves
foi a resisténcia adquirida aos antibidticos, devido a alta taxa de abandono da terapia, que foi
nesse ano de cerca de 17,5 % (FIUZA, 1997). As estatisticas mostram que o abandono do
tratamento atinge proporcdes alarmantes no pais, indicando valores entre 16 % e 25 % nas
capitais (FIUZA, 1997). Em 1996, segundo a OMS, o Brasil apareceu no quarto lugar no
mundo com maior ntimero de doentes (85.860 notificacdes), seguido pela India, China e
Filipinas (FIUZA, 1999).

O quadro atual mostra que a incidéncia desta doenga € de 53,4 casos novos registrados
para cada 100 mil habitantes. Estima-se que dezesseis brasileiros sfo infectados por dia e que
6.000 doentes falecam, por ano, no Brasil, devido a esta doenga. Algumas regides do Brasil
possuem uma taxa de incidéncia superior 4 de algumas cidade da Africa e da Asia, ou seja
mais de 300 casos por 100.000 habitantes.

No estado de S3o Paulo ocorrem cerca de 18 a 19 mil casos novos por ano, com um
coeficiente de incidéncia em torno de 55 por 10° habitantes. De acordo com estatisticas
parciais, foram registrados no estado 18.378 casos da doenca em 1998, com 1.500 mortes, o
que o coloca como lider brasileiro em casos notificados (FIUZA, 1999). Deste total de casos,
cerca de 8.000 sdio da forma pulmonar bacilifera, responsavel por manter a cadeia de
transmissdo. Os dados de incidéncia da doenca so obtidos dos casos notificados pelo sistema

nacional de saude, nem sempre representando portanto o universo dos casos.
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Cerca de 10 % dos casos ocorrem em menores de 20 anos, sendo os adultos de 20 a 49
anos a faixa etaria mais atingida, justamente a faixa onde ocorrem os casos de co-infeccio
Tuberculose/HIV. A faixa etdria acima de 50 anos representa 20 % do total de casos. Em
relacio ao género, a propor¢io de casos do sexo masculino em relagdo ao feminino tem sido
de trés homens para uma mulher.

Em Campinas identifica-se uma incidéncia anual entre 60 e 80 casos novos por 10°
habitantes, com taxas de letalidade ao redor de 10 % (como causa bdsica ou associada), que
superou a méedia do estado nos anos de 1993, 1994, 1996 e 1997. Observa-se uma tendéncia de
aumento da associagdo Tuberculose e HIV/AIDS, com aproximadamente 20 % dos casos de
Tuberculose positivos para HIV quando de sua notificagdo. Estudos mostram que o individuo
co-infectado tem um risco de 6 a 100 vezes maior de adoecer por Tuberculose que o individuo
HIV negativo, de modo que a médio prazo isto pode configurar uma situagdo explosiva da
Tuberculose na populagio.

Em 1994, em nivel mundial, dos aproximadamente 14 milhdes de pessoas positivas para
HIV, acredita-se que 5,6 milhSes estavam infectadas com Tuberculose. Cerca de um terco das
mortes de pessoas HIV positivas é decorrente da Tuberculose.

O tratamento convencional da Tuberculose caracteriza-se pelo fato de que os compostos
terapéuticos ainda sfo administrados ao paciente de maneira arcaica ¢ pouco eficiente,
envolvendo uma combinagfo de drogas, empregadas necessariamente em associacdes para
evitar o desenvolvimento de resisténcia as drogas, sendo que a resisténcia apresentada a uma
droga ¢ independente da resisténcia & outra (GROSSET, 1979; DAVID, 1981). As drogas
devem ser capazes também de se acurular em concentracdes relativamente elevadas no
interior das células hospedeiras para atingir as células patogénicas.

Dentre outras caracteristicas da terapia destacam-se a toxicidade das drogas a células
normais, dependente da dosagem e da duragdo do tratamento, as freqiientes reacdes alérgicas
caracterizadas por lesdes cutdneas, intolerdncia gastrica, nausea e febre, além do longo tempo

da terapia, que varia de acordo com a forma de Tuberculose.
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Entretanto, raramente se justifica a interrupgdo da terapia antes de seis meses mesmo nas
formas mais benignas, periodo em que infelizmente, parte dos doentes abandona o tratamento
tdo logo apresentam uma melhora. Nas formas mais graves, a terapia deve ser prolongada por
dois anos ou mais e, depois de iniciada, deve ser mantida sem interrupgdes, mesmo apos a
cura aparente que ocorre dentro de poucos dias (LACAZ, 1969), para prevenir recidivas.

A terapia caracteriza-se, também, pelo desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos aos diversos antibidticos, que constitui 0 mais sério obstaculo ao tratamento
do tuberculoso e, por ultimo, a influéncia do psiquismo do paciente no aparecimento da
intolerdncia medicamentosa, o que o leva a se desestimular com a terapia, interrompendo-o.
As principais causas de abandono podem ser atribuidas ao tempo longo de tratamento, a
deficiéncia no sistema de atendimento aos doentes, a falsa impressdo de cura apds algumas
semanas de tratamento e a fatores individuais, como o alcoolismo.

Um projeto da OMS (1994 a 1997) reportou que uma média de 9,9 % de cepas de M.
tuberculosis isoladas de pacientes, seriam resistentes a pelo menos uma das drogas usadas na
terapia da Tuberculose. A resisténcia 4 Isoniazida (7.3 %) e Estreptomicina (6,5 %) foram
mais comuns que a Rifampicina (1,8 %), ou ao Etambutol (1,9 %). A média de prevaléncia de
cepas multirresistentes (a Isoniazida ¢ Rifampicina) foi de 1,4 % (MENDEZ, 1997).

O tratamento da Tuberculose baseia-se na inativagio e/ou eliminacio do Mycobacterium
do organismo humano, sendo feita reforgando-se as defesas naturais de combate a organismos
invasores, inibindo-se o desenvolvimento (rmultiplicacdo) do organismo invasor através de
agentes quimicos (firmacos) de modo a permitir que as defesas naturais possam atuar e
eliminar o agente causador da doenca e inibindo-se processos vitais do organismo invasor
através de agentes quimicos que causam a sua morte.

Assim, embora curdvel, a doenga vem se desenvolvendo de forma alarmante no pais,
sendo agravada por fatores sociais como o adensamento populacional e a favelizagfo na
periferia de grandes centros, pela crescente resisténcia bacteriana, pela disseminagdo da AIDS
e também por conta de aspectos técnicos, politicos e administrativos comuns a qualquer

programa da satde publica. Infelizmente ndo h4, atualmente, nenhuma vacina curativa ou
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preventiva de uso geral para a Tuberculose além da BCG para prevengdo de formas graves em
criangas.

Recentemente, pesquisadores da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirio Preto
anunciaram o desenvolvimento de uma nova vacina génica contra a Tuberculose com
resultados animadores segundo testes realizados em camundongos (FAPESP, 1999). Nos
animais, a vacina de DNA apresentou, além da caracteristica profilatica, atividade curativa,
eliminando a doenga estabelecida e impedindo sua reativagio.

O controle desta enfermidade necessariamente implica em agdes com uso de tecnologia
e pesquisa apropriada, estrutura sanitaria basica, enfoque epidemiologico, decisdo politica e
participacdo da sociedade. A ripida identificagdo de doentes, nos estigios iniciais quando
ainda nfo ha sintomas mas ha contaminagdo, seguida de tratamento efetivo, € o principal
método de prevengfio da propagagfio da doenca. Os métodos de diagnéstico existentes hoje
sdo, embora simples, lentos e de dificil realizacfio em condigdes precarias, como as que podem
ocorrer em alguns centros publicos de satde. Esta situagfo acaba por resultar no retardo no
diagnostico, protelando o inicio do tratamento, criando condigdes para o abandono primério e
contribuindo para a manutengio de altos niveis de transmissdo da doenca no pais.

A necessidade de esquemas de tratamento curtos tornou-se entfo mais evidente e a
utilizagdo da quimioterapia de curta duracio com associagdo de drogas representou um dos
maiores avancos no controle da Tuberculose (FOX e MITCHISON, 1975). O
desenvolvimento da quimioterapia para o tratamento da Tuberculose foi entdo estruturado
considerando-se o conhecimento sobre as populagdes bacterianas e os fundamentos
bacterioldgicos do mecanismo de agdo dos medicamentos (GROSSET, 1979).

As agles de combate & Tuberculose nas uUltimas décadas, em decorréncia desta
resisténeia a antibidticos desenvolvida pelos agentes infecciosos, poderiam ser resumidas no
desenvolvimento de pesquisas de modalidades terapéuticas que possibilitem o aumento da
eficacia de compostos terapéuticos ja existentes e na produgo de novas drogas (especificas ou

pelo menos mais seletivas) que proporcionem melhores resultados terapéuticos a custos
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relativamente menores do que geralmente t8m o desenvolvimento das drogas comumente

utilizadas na terapia da Tuberculose.

3.2 Caracteristicas Gerais das Drogas Utilizadas nos Tratamentos Primirio e Secunddrio da

Tuberculose

Diversos farmacos podem ser utilizados no combate a Tuberculose. As drogas de
primeiro tratamento compreendem a Isoniazida, a Pirazinamida ¢ a Rifampicina. As drogas
geralmente utilizadas em caso de faléncia do primeiro tratamento sdo o Etambutol, a
Etionamida e a Estreptomicina. As drogas empregadas nos casos de resisténcia séo o Acido p-
Amino-salicilico, Capreomicina, Canamicina, Ciclosserina, Ciprofloxacina, Clofazimina,
Ofloxacina, Norfloxacina, Sulfato de Rifabutina, Sparfloxacina, Terizidona e Tiacetazona.
Além destes medicamentos outros farmacos em estado de prospegio tecnolégica capazes de
atuar como bacteriostaticos ou bactericidas.

A administracio destas drogas, geralmente feita por via oral, estd associada a diversos
efeitos colaterais indesejaveis, como nduseas, vomitos, ictericia, diarréia, alteracdes visuais e
toxicidade a tecidos normais (Ministério da Satude, 1995), o que leva o paciente a se
desestimular com o tratamento, interrompendo-o, o que contribui substancialmente com o
aumento do niimero de casos de Tuberculose multirresistente.

O desenvolvimento de novas drogas, com maior efetividade e menor toxicidade,
apresenta poucas perspectivas, além de alto custo associado. Nos tltimos anos, tém sido
desenvolvidas pesquisas para a obtengfio de drogas mais eficazes para o tratamento da
Tuberculose. Entretanto, até o momento ndo hi nenhum medicamento de eficacia semelhante
4 dos ja utilizados. Isto reforga a necessidade de evitar que o microorganismo se tome
resistente a estes compostos. A resisténcia a muitas drogas antituberculose € atribuida 2 baixa
permeabilidade das células as drogas e aos baixos niveis de retengio intracelular (DAVID,

1981; GANGADHARAM et al., 1986; 1987).
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A Figura 1 ilustra as férmulas moleculares estruturais de compostos terapéuticos do

primeiro e segundo tratamento da Tuberculose utilizados no desenvolvimento deste trabalho.
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Figura 1 — Formulas moleculares estruturais de drogas tuberculostiticas utilizadas no

desenvolvimento deste trabalho (baseado no MERCK INDEX, 1996).
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Nos EUA, assim como no Brasil, o esquema terapéutico indicado para casos novos de
todas as formas de Tuberculose pulmonar e extrapulmonar, exceto meningite, sdo Isoniazida,
Rifampicina ¢ Pirazinamida por dois meses, seguida de Isoniazida e Rifampicina por quatro
meses. Esta forma de tratamento se deve ao fato de que, ao atingirem o pulmdo, os bacilos
sdo fagocitados pelos macrdfagos, cujo meio intracelular é 4cido e desfavordvel para a
atividade microbiana. Nesta etapa, a populagio bacteriana intracelular € pequena e sua
multiplicac@io ¢ muito reduzida. Sendo assim, ¢ relevante a utilizagdo da Pirazinamida, capaz
de atuar em pH menor que 7.,0.

Com a evolugdo da lesdo forma-se uma estrutura denominada caseum sélido, cujo pH é
aproximadamente igual a 7,0 e onde o teor de oxigénio € baixo. A populacdo bacteriana é
extracelular e pequena, com periodos episodicos de atividade metabolica. Neste caso, a droga
que melhor age ¢ a Rifampicina. A liquefacio do caseum e sua drenagem através dos
bronquios forma a lesdo cavitaria, onde o pH € alto (maior que 7,0) ¢ a tensfio do oxigénio
elevada, condicGes ideais para o crescimento do bacilo. Como a populacio bacteriana ¢é
numerosa, as drogas que melhor agem nestas condigdes s3o a Rifampicina, a Isoniazida e a
Estreptomicina. Assim, existem no mesmo momento bacilos intracelulares com baixa
velocidade de duplicagdo e extracelulares com multiplicac8o rapida, obrigando o uso de
drogas que atuem em todas estas condi¢Oes. A manutencdio das drogas por um periodo longo
visa atingir principalmente aqueles bacilos em estado de quase inatividade metabolica no
interior do caseurn sélido, responséveis pela recidiva da doenga.

Em decorréncia do fato pelo qual o desenvolvimento de novas drogas apresenta poucas
perspectivas, diversas tentativas estio sendo feitas para se elevar o indice terapéutico das
drogas de uso consagrado. Este indice pode ser elevado, por exemplo, através do uso de
carregadores de droga, como os lipossomas. Os lipossomas constituem parte dos sistemas
coloidais de liberagdo controlada de compostos terapéuticos da medicina moderna,
representando uma opgdo relevante para o transporte e deposicdo especifica de drogas na

terapia de alguns tipos de céncer, de infeg¢bes fingicas e de leishmaniose (DEOL et al., 1997).
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O encapsulamento destes farmacos em lipossomas poderia reduzir o nimero e a
intensidade dos efeitos colaterais, poupando tecidos saudéaveis, como os rins ¢ o figado.

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das drogas é fundamental para seu
posterior encapsulamento em lipossomas. As formulas moleculares estruturais dos agentes
terapéuticos e o tipo de solvente onde os mesmos sfo soltveis podem servir como indicativos
da possivel localizacdo das drogas nas vesiculas lipidicas, determinando a técnica mais
adequada para sua incorporacio nos lipossomas. Dados relacionados com a solubilidade e as

caracteristicas de absorbancia destes compostos terapéuticos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados de solubilidade e de comprimento de onda de mdxima absor¢io das drogas
utilizadas no desenvolvimento deste trabalho (FLOREY, 1976, 1977, 1978; MERCK INDEX,

1996).

Comprimento de
Composto Caracteristicas de Solubilidade onda de maxima
Terapéutico absorcio
Isoniazida Soluvel em Agua: T=25°C: 40 %=1M, 266 nm, para
CsH7N3;O T=40°C: 26 %= 1,9 M solugdo aquosa.
MM: 137,5 Da Solavel em Alcool: T=25°C: 2 % 265 nm, em
Solavel em Cloroférmio aproximadamente 0,1 %. solugéo
Praticamente insolivel em Eter e Benzeno. a 0,01 N de HC1
Pirazinamida Soluvel em: Agua: 15 mg/mL=0,12 M; 269 nm, para
CsHsN-O Metanol: 13,8mg/mL; Etanol: 5,7mg/mL solugfio aquosa
MM: 123,1 Da Isopropanol: 3,8mg/mL; Cloroférmio: 7,4mg/mL;
Iso-octano: 0,0Img/mL
Rifampicina Pouco soluvel em Agua a pH<6, Acetona e Absorcio maxima
Ca3HsgN4O12 Tetracloreto de Carbono. (pH 7,38): 237,
MM: 823,0 Da Soluvel em CH,Cl, Acetato de Etila e Metanol. 255,334 e 475 nm
Etionamida Pouco solavel em Agua, Metanol, Etanol,
CgHgN,S Propilenoglicol. Solivel em Acetona quente,
MM: 166,2 Da Dicloroetano e Piridina.
Estreptomicina Muito soltvel em Agua (>20mg/mL, Cloridrato
C21H30N7012 de Estreptomicina). Pouco solivel em solventes
MM: 581,6 Da orginicos: Alcool, Cloroférmio e Eter,

MM: massa molecular
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Se o composto ¢ mais solivel em dgua que em solventes orgdnicos, ha maior
probabilidade de que ele seja preferencialmente acumulado em regides hidrofilicas, como no
cerne aquoso de lipossomas. Se o composto terapéutico for mais solivel em solventes
orginicos, provavelmente 14 se acumular mais substancialmente em  regides
hidrofébicas, como na bicamada lipidica dos lipossomas. Se o composto for solivel em
ambos os tipos de solventes, podera se acumular em ambas as regides ou ficar parcialmente

imerso na bicamada lipidica.

3.3 Consideracdes Gerais sobre Lipossomas

Os lipossomas (vesiculas lipidicas), sdo estruturas formadas a partir da hidratagio de
bicamadas lipidicas. Durante sua formacgio, podem ser simultaneamente encapsuladas
substincias presentes na solucfo e, dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas, estas
podem se acumular em diferentes regides dos lipossomas.

Nas vesiculas formadas o volume aquoso central é completamente circundado por uma
membrana composta de lipidios (normalmente, fosfolipidios e Colesterol), podendo apresentar
didmetros da ordem de dezenas de nandmetros a dezenas de micra. O carater anfifilico das
moléculas de fosfolipidios, constituintes primarios dos lipossomas, confere-lhes a importante
capacidade de encapsulamento de compostos com caracteristicas fisico-quimicas distintas e a
permeagio de compostos hidrofilicos encapsulados através da membrana lipidica formada
(OSTRO, 1987a; LASIC, 1992), conforme ilustrado na Figura 2.

Os fosfolipidios, constituidos de uma parte polar ou cabega hidrofilica (grupo fosfato),
ligada a uma cauda hidrofébica apolar (geralmente formada por duas cadeias longas de acidos
graxos), exibem propriedades anfifilicas e tendem a agregar-se em estruturas ordenadas com
diferentes morfologias acima de uma concentracdo critica, onde o tipo de empacotamento é
determinado pelos tamanhos relativos das cabecas polares e das caudas apolares das moléculas

envolvidas, como ilustrado na Figura 3.
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Figura 2 - Representacéio esquemadtica de lipossomas como veiculos para encapsulamento de
compostos hidrofilicos no interior do cerne aquoso (representados pela cor amarela), ou
ligados a superficie interna/externa (lilas), hidrofébicos no interior da bicamada (azul) ou de

natureza anfifilica (verde) (adaptado de RIBAS, 1997).

a b

Figura 3 - Estruturas ordenadas formadas por moléculas de lipidios em solucdes aquosas.
Lipidios com cabeg¢as polares relativamente grandes formam estruturas com elevados raios de
curvatura (a, b, ¢), as misturas de lipidios com cabecas polares grandes e pequenas podem
também formar vesiculas (c), lipidios com cabegas polares pequenas e caudas apolares grandes
formam estruturas com cadeias apolares na camada externa (d, e) e lipidios com partes polares
e apolares de tamanho similar tém como tendéncia a formacgfo de bicamadas achatadas (f) que

podem se fechar sobre si mesmas, formando os lipossomas (adaptado de MORAES, 1996).
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Segundo ISRAELACHVILI (1994), a morfologia das estruturas formadas pode ser
predita em funco de suas propriedades geométricas de empacotamento, as quais podem ser

representadas pelo pardmetro de empacotamento, p, de acordo com a equacio 1:

(1)

onde V ¢ o volume molecular da porgiio hidrofébica, a, € a drea superficial 6tima (definida
como a area ocupada pela por¢o hidrofilica quando a energia de interacfio entre lipidios é
minima) e /. € 0 comprimento critico da cadeia ou cadeias de hidrocarboneto, ndo podendo
ultrapassar o comprimento maximo efetivo que as cadeias assumiriam quando completamente
distendidas.

Dependendo do tipo de lipidio e da temperatura, as bicamadas estaro num estado de
gel, com as cadeilas de hidrocarboneto bem organizadas, ou de liquido-cristalino, onde as
cadeias estariam desordenadas. A formagdo dos lipossomas geralmente requer condi¢des onde
as bicamadas se formem no estado de liquido-cristalino, reduzindo o aparecimento de defeitos
de empacotamento que possam alterar a estrutura do lipossoma (MORAES, 1996).

Os lipossomas sao classificados com base em pardmetros estruturais ¢ em seu método de

preparagio, podendo apresentar distintos tamanhos e ntiimero de bicamadas, Figura 4.

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

- O © © S

a b
Figura 4 - Classificacdo dos lipossomas quanto a morfologia ¢ o tamanho das vesiculas;

(a)VUP; (b)VUG; (c)VML; (d)VOL; (e) VMV.
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Os lipossomas compostos por diversas bicamadas sucessivamente separadas por
compartimentos fluidos sfo denomimados vesiculas oligolamelares (VOL) ou
multilamelares (VML), enquanto aquelas cujos interiores apresentam outros lipossomas de
tamanhos variados sfo classificados como vesiculas multivesiculares (VMV). J4 as vesiculas
unilamelares apresentam uma Unica bicamada circundando o cerne aquoso, podendo ser
pequenas (VUP), grandes (VUQG) ou gigantes (VUGI).

As estruturas formadas pela associagdo de moléculas de compostos anfifilicos e lipidios
podem ser afetadas pela estrutura das moléculas envolvidas, pelo tamanho da porcio
hidrofilica, pela presenca de ramificagdes e insaturagdes nas cadeias hidrofdbicas, pela forca

iénica do meio aquoso e pela temperatura (ISRAELACHVILI, 1994).

3.3.1 Mecanismos de Formacio de Lipossomas

Os mecanismos de formagfio das vesiculas lipidicas ainda sfio pouco esclarecidos,
principalmente pelo fato dos métodos fisicos e quimicos de anélise existentes ndo conseguirem
ainda caracterizar detalnadamente as estruturas intermedidrias.

A formagao dos diferentes tipos de vesiculas (VML, VUP e VUG) foi descrita em 1988
por LASIC. Segundo este autor, a hidratagfio da monocamada mais externa do filme lipidico
seco por adicdo de uma fase aquosa capaz de permear a bicamada, possibilita também a
hidratagdo das monocamadas mais intemnas, ainda que em menor extensdo. Este evento
provoca o aumento do tamanho das cabegas polares dos lipidios e da area superficial externa,
permitindo a formagio de bolhas convexas a partir das quais crescem as bicamadas. Quando €
atingido um certo distanciamento entre as bicamadas formadas, essa transformacio cessa.
Com a agitacdo do sistema, formam-se vesiculas multilamelares ovais que, posteriormente,

mudam para formas aproximadamente esféricas.
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A distribuic@o e o tamanho das VML sfio influenciados pela intensidade da agitacio
aplicada, pela espessura do filme lipidico e mesmo pela capacidade volumetrica do
frasco onde se preparam as vesiculas. De acordo com este mecanismo, para a formagio dos
lipossomas, as moléculas anfifilicas devem estar necessariamente primeiro organizadas em
lamelas ou bicamadas.

Embora a bicamada lipidica seja um dos arranjos estruturais mais simples, nfo € estavel.
Suas extremidades laterais hidrofébicas ficam expostas a moléculas de dgua, o que resulta no
enrolamento das bicamadas em estruturas esféricas fechadas que retém um cerne aquoso,
formando os lipossomas (LASIC, 1992).

As vesiculas lipidicas formadas geralmente tém formas ovais, determinadas pelo niimero
de moléculas de fosfolipidios da monocamada externa e pela natureza de sua formagio. Com o
decorrer do tempo, estas estruturas ovais transformam-se em esféricas que apresentam um
volume retido maior e energias de curvaturas menores. Assim, a partir das bicamadas lipidicas
previamente formadas podem ser gerados lipossomas unilamelares, com base em um
mecanismo de brotamento ou pela produgéo de fragmentos de bicamada.

No primeiro caso, lipossomas unilamelares formam-se provavelmente devido a tensdes
no interior ou através das membranas, que alteram a forma da vesicula (WINTERHALTER e
LASIC, 1993). No segundo caso os fragmentos de bicamada s3o produzidos através da
dissipagdo de energia no sistema, como no caso dos tratamentos mecénicos. As bordas destes
fragmentos ficam expostas ao meio aquoso e a tendéncia a minimizar a exposigio da parte
hidrofébica das moléculas leva a um rearranjo do empacotamento das mesmas nesta regifo, 0
que gera a curvatura do fragmento da bicamada que, fechado, forma a vesicula unilamelar.

(utro mecanismo proposto envolve a coalescéncia das estruturas reversas apos a retirada
de um solvente orginico com geracio de bicamadas, quando a preparacdo do lipossoma €
iniciada a partir de emulsdes de 4gua em 6leo. A bicamada (fase gel) é rompida pela adigéo da
fase aquosa, formando-se vesiculas unilamelares (LASIC, 1992; WINTERHALTER e LASIC,
1993).
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Um outro mecanismo ¢ baseado na remogio de um detergente colocado em contato com
os fosfolipidios e a eles associado em micelas por técnicas como a dialise. Neste caso, ocorre
a desestabilizac¢do das micelas e a formacdo espontdnea de vesiculas unilamelares. A perda das
moléculas de detergente das micelas aumenta o contato das cadeias hidrofobicas dos
fosfolipidios com a fase aquosa, o que induz ao arqueamento € diminuigdo do tamanho das
estruturas para reduzir a area de contato entre as porgdes hidrofdbicas e a fase aquosa,

culminando na formacio das vesiculas.

3.3.2 Preparacdo de Lipossomas

A preparagio dos lipossomas constitui uma das etapas mais importantes para o sucesso da
formulagdo das vesiculas, estando estritamente relacionada a correta selecio do método de
preparagdo e da composicdo lipidica da bicamada. Diversas caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas dos lipossomas, como o tamanho, o nimero de lamelas, o volume encapsulado, a
estabilidade, a permeabilidade e a capacidade de incorporacéo de compostos sdo diretamente
relacionados & metodologia de preparacio das vesiculas (TALSMA e CROMMELIN, 1992b).

Para a formagio dos lipossomas, diversos tipos de lipidios e outros compostos anfifilicos
podem ser utilizados. De maneira geral, os fosfolipidios sfo os compostos mais utilizados na
preparagio dos lipossomas, principalmente quando estas vesiculas sfo destinadas a aplicagbes
terapéuticas. Outro tipo de lipidios usados na preparacdo dos lipossomas sdo 0s esterdis.

Os fosfolipidios podem ser classificados em cinco categorias distintas: fosfolipidios de
fontes naturais, fosfolipidios naturais modificados, fosfolipidios semi-sintéticos, fosfolipidios
completamente sintéticos e fosfolipidios com grupos polares modificados {(CROMMELIN e
SCHREIER, 1994).

Os fosfolipidios de fontes naturais sfo muito utilizados devido ao seu custo
relativamente baixo, & sua carga neutra e ao fato de serem quimicamente inertes (NEW, 1990),

embora os lipossomas preparados com estes compostos apresentem pouca estabilidade de
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estocagem devido as insaturagbes de suas porgdes hidrofébicas. A modificacio dos
fosfolipidios naturais tem por objetivo diminuir estas insaturagdes e, conseqiientemente, sua
susceptibilidade a oxidagdo.

No caso dos fosfolipidios semi-sintéticos, as porcdes hidrofébicas sdo substituidas por
grupos quimicamente definidos, enquanto nos lipidios sintéticos, sua estrutura é definida
integralmente por via quimica. Quando feitas modificacdes da parte hidrofilica do fosfolipidio,
permitindo o acoplamento de outros grupos, tem-se os fosfolipidios com grupamentos polares
modificados. Estes lipidios podem ser necessarios para aplicagdes in vivo que envolvam
determinadas interag(”)es moleculares e celulares.

O Colesterol (obtido de células animais) pertencente 2 categoria dos esterdis &
freqiientemente utilizado para aumentar a estabilidade da bicamada lipidica. Este composto,
por si so, ¢ incapaz de formar estruturas em bicamadas e pode ser incorporado em membranas
de fosfolipidios em proporgdes elevadas, da ordem de 50 % (MORAES, 1996).

Conforme o alvo de destino, os lipossomas sdo dimensionados quanto ao tamanho de
particula. Por exemplo, vesiculas com didmetros de até 100 nm sdo adequadas para a aplicacfio
por via intravenosa. Também segundo seu alvo de destino, pode-se modificar a superficie da
vesicula pela conjugacdo de determinantes moleculares, como anticorpos ou fragmentos destes,
e/ou cadeias de polimeros, como de polietilenoglicol (PEG) para aumentar sua capacidade de
interagir com cé€lulas especificas e garantir uma maijor estabilidade em fluidos biologicos,
respectivamente.

A preparaco das vesiculas lipidicas geralmente, envolve trés etapas: formacdo de um
filme lipidico seco proveniente da evaporagdo dos solventes organicos utilizados na etapa de
solubilizagdo dos lipidios; dispersdo do filme lipidico seco na fase aquosa e a obtencdo de
dispersdes homogéneas de lipossomas (VUG, VUP ou VML).

NEW (1990) explica os principais detalhes experimentais para a produgio de lipossomas
em escala de laboratério por varias metodologias. As técnicas mais comumente utilizadas

nesta escala e os tipos de vesiculas obtidas através de sua implementacio sdo listadas na

Tabela 2.
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Tabela 2 - Métodos de preparagio e tipos vesiculas obtidas (adaptado de MORAES, 1996).

Meétodo Tipo de Vesicula obtida

Etapa de Hidratacio

A. Meétodos Mecdanicos

Agitagio manual ou por vortice VML
Microfluidizacdo vUipP
Borbulhamento de gas inerte VML, VUG
Homogeneizacdo com alto cisalhamento VUP

B. Métodos Baseados na Substitui¢do de Solventes Orgdnicos por Solugdes Aguosas

Remocgdo de solventes orgénicos antes da hidratagfo VML, VOL, VUP
Evaporagio de fase reversa VUG, VOL, VML
Uso de solventes imisciveis com agua VML, VOL,VUG
Uso de solventes misciveis com dgua VML, VOL, VUP
C. Métodos Baseados na Remocdo de Detergente

Cromatrografia de filtragdo em gel VUP
Dialise lenta VUG, VOL, VML
Dialise rapida VUG, VOL
Técnicas mistas VUG, VOL, VUG, VUP
D. Mérodos Baseados na Modificagdo de Tamanho ¢ Fuséo

Fusdo espontdnea de VUP na fase de gel VUG
Congelamento/ Descongelamento VML
Liofilizacdo VML
Desidratacio/ Reidratacio seguida ou nfio de ajuste de didmetro VUP, VUG

Fus3o induzida por {fons Ca”* VUG, VOL, VML
Crescimento de lipossomas induzido por detergente VUG, VOL

E. Métodos Baseados em Ajuste de pH VUP, VUG

Etapa de Reducio de Tamanho

A. Extrusdo a Alta Pressédo VOL, VUP, VUG
B. Extrusdio a Baixa Pressdo VUP, VUG

C. Tratamento Ultra-Sénico VvUP

Etapa de Remocio do Material nio Encapsulado

A Didlise

B. Ultracentrifugacdo

C. Cromatografia de Permeagdo em Gel

D. Resinas de Troca I6rica
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As técnicas de preparagio de lipossomas tém sido descritas extensivamente em um
numero consideravel de bibliografias, (LASIC, 1988; NEW, 1990; TALSMA e
CROMMELIN, 1992a; BARENHOLZ e CROMMELIN, 1994; CROMMELIN e SCHREIER,
1994). A diferenca principal entre elas baseia-se nas maneiras pelas quais sio feitas as etapas
de preparacdo, hidratagdo dos lipidios, reducdo do tamanho das vesiculas e remogdo do
material ndo encapsulado.

Entre as principais técnicas que envolvem a preparagio das vesiculas tem-se: técnicas de
dispersdo mecdnica, de substitui¢io de solventes orginicos por solugdes aquosas, de remogio
de detergente, de mudanga de tamanho, de fusdo de vesiculas ¢ de variagdes de pH durante a
hidratacéo dos lipidios.

As técnicas de extrusdo ou sonicagdo de vesiculas multilamelares, podem ser utilizadas
para a redugdo do tamanho dos lipossomas, o qual, conforme mencionado anteriormente, ¢
dimensionado de acordo com o alvo de destino.

A separac@o do material nio encapsulado nos lipossomas pode ser obtida utilizando
técnicas de dialise, ultracentrifugacdo e cromatografia de filtragio em gel, todas com base nas
diferengas de tamanho apresentadas entre as vesiculas e os compostos nela mcorporados, € por
remog¢do com resinas de troca idnica, que explora a diferenca de cargas entre as vesiculas e o

material ndo encapsulado (NEW, 1990).

3.4 Incorporacdo de Compostos Terapéuticos em Lipossomas

Embora pela complexidade do sistena nfo seja possivel predizer o comportamento dos
lipossomas ir vivo, um projeto de particula adequado contribui consideravelmente para que o
objetivo de elevag@o do indice terapéutico do medicamento seja atingido.

Na atualidade, a maior aplicagio farmacolégica dos lipossomas é a liberacdo controlada
de compostos terapéuticos, destacando-se as aplicacdes na terapia do cincer, ao lado de

doengas infecciosas, inflamagdes, doengas do sistema imunoldgico e cardiovasculares.




26 Capitulo Il — Revisdo da Literatura

Assim, € muito importante a obtengdo de lipossomas com boa eficiéncia de
encapsulamento, principalmente quando existem dificuldades na recuperagio do material ndo
incorporado nos lipossomas ou quando ¢ necessario administrar doses elevadas do
medicamento (BARENHOLZ e CROMMELIM, 1994).

A localiza¢do dos compostos terapéuticos nos lipossomas € definida principalmente
pelas caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos, que fornecem indicios das técnicas mais
adequadas para o seu encapsulamento. Algumas destas caracteristicas sdo sua partigdo entre a
bicamada lipidica e o meio aquoso, a solubilidade e a massa molecular da droga (MADDEN et
al., 1990).

Os estudos da particdo dos compostos terapéuticos comumente utilizados no tratamento
da Tuberculose em sistemas dleo/solugdes aquosas e octanol/solugdes aquosas permitem uma
estimativa da distribui¢do das drogas entre as partes hidrofilica e lipofilica dos
lipossomas, possibilitando andlises preliminares de otimizacfo da incorporagio e retencgio
destes compostos nas vesiculas lipidicas. O coeficiente de particdo de uma droga em um
solvente orgénico relativamente nfo polar e a agua € geralmente aceito como uma medida
adequada da lipofilicidade do composto.

A distribuicdo de um soluto entre duas fases nas quais este € soltvel é decorrente da sua
afinidade com cada solvente imiscivel. Apds os primeiros estudos sistematicos realizados por
BERTHELOT e JUNGFLEISCH em 1872, que mediram a distribui¢io de I e Brs entre CSy e
agua, pode-se constatar que a razdo entre as concentragdes de soluto distribuidas entre dois
solventes imiscivels é uma constante independente dos volumes relativos de solucio
utilizados.

Durante muitos anos deste século um grande nimero de trabalhos relacionados a
coeficientes de partigdo foram publicados, a maioria deles objetivando a determinagio da
constante de ionizacdo de acidos e bases moderados em meio aquoso. Apos outros métodos
mais eficazes de determinacdo desta constante serem desenvolvidos, as medidas de particdo
comecaram a ser utilizadas para calcular a constante de dissociacio de 4cidos orgénicos em

fase n3o aquosa como uma funcio da temperatura.
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Posteriormente, foram propostas equag¢les matematicas que relacionavam o coeficiente
de particdo com o numero de extragdes necessdrias para a remog¢do de um soluto de uma
solucdo. Recentemente, os coeficientes de particdo estfio sendo utilizados como um pardmetro
de referéncia para interagdes hidrofébicas em bioquimica e farmacologia.

A simples agitacdo de um soluto em dois solventes imisciveis e posterior analise da
concentragio do soluto em uma ou ambas as fases ¢ o método mais utiliiado de medida de
coeficiente de partigdo (LEO et al,, 1971). No entanto, deve-se mencionar algumas outras
técnicas fundamentais para a sua medicdo. O quociente de solubilidade em duas fases de
solventes distintos é medido e chamado coeficiente de particio (P). Entretanto, este estd
definido apenas para condi¢es de saturacio, pois apresenta distingdo de valores quando em
baixas concentracdes de soluto ou, ainda, sem apresentar as fases mutuamente saturadas. A
quantidade de agua soldvel em vérios solventes, por exemplo, pode ser bastante alta, mudando
significativamente as caracteristicas da outra fase.

Na literatura, pode-se encontrar muitos métodos que foram empregados para o simples
problema de mistura e separacdo das duas fases para obter uma distribuicdo de equilibrio do
soluto. Muitos trabalhos sugerem periodos de agitacdo de aproximadamente uma hora ou
mais. No entanto, apenas a inversio do tubo repetidamente ¢ uma forma eficiente, pois o
estabelecimento do equilibrio se processa em um ou dois minutos. Todavia, deve-se ater ao
fato de que agita¢des muito intensas devem ser evitadas, pois tém a tendéncia a formacio de
emulsdes.

O coeficiente de particdo de uma droga entre solventes aquosos e solventes orginicos
apropriados pode ser usado como ferramenta inicial em estudos de encapsulamento de
compostos terapéuticos em lipossomas, dando indicios inclusive da possivel localizagdo da

droga na vesicula.
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3.4.1 Técnicas de Encapsulamento de Compostos Terapéuticos em Lipossomas

A incorpora¢do dos compostos terap€uticos em lipossomas pode ser feita por
incorporagdo passiva ou ativa (MAYER et al., 1986). Na incorporagdo passiva, o agente
terapéutico € encapsulado durante a formacfo das vesiculas ou em uma etapa onde a estrutura
dos lipossomas se encontra perturbada. Uma maneira de se realizar este tipo de
encapsulamento, no caso de compostos hidrofilicos, ¢ mediante a hidratagio das bicamadas
lipidicas com uma solu¢io aquosa do composto em estudo. Neste tipo de processo, a
eficiéncia, determinada pela fracdo de composto terapéutico incorporado na vesicula, é
diretamente influenciada pelo volume aquoso retido no ceme da vesicula onde 2 droga se
encontra dissolvida e que, por sua vez, depende do tamanho e do nimero de lamelas do
lipossoma (MORAES, 1996).

Para os compostos predominantemente hidrofébicos, a incorporagdo passiva pode ser
feita diretamente na bicamada lipidica, dissolvendo-se o composto e os lipidios
simultaneamente no mesmo solvente organico. Neste caso, a quantidade de droga incorporada
serd dependente da estabilidade da bicamada lipidica, onde o nimero de moléculas de
composto acomodadas nio devera afetar, de maneira substancial, o empacotamento das
moléculas de lipidios.

Na incorporagdo ativa, 0 composto que se deseja encapsular é misturado a lipossomas
previamente preparados que apresentam um gradiente de protons estabelecido enfre as fases
aquosas interna e externa das vesiculas (o pH da fase aquosa interna dos lipossomas ¢
normalmente mantido em valores menores que os valores do ambiente externo), conforme
itustrado na Figura 5.

Esta incorporago € especialmente 1til no encapsulamento de aminas lipofilicas, que sdo
moléculas constituintes de varios compostos terapéuticos. O encapsulamento ativo ¢ baseado
no fato de que apenas espécies nio protonadas (neutras) podem atravessar a bicamada lipidica

dos lipossomas, enquanto que as moléculas carregadas no apresentam esta capacidade.
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Estabelecimento de ApH em vesiculas unilamelares
pH=7,4
Adi¢ao da solucdo do composto terapéutico a pH 7,4
Droga neutra Droga carregada

o O

Remocdo do composto terapéutico nio encapsulado

Figura 5 - Encapsulamento ativo de drogas em vesiculas lipidicas unilamelares.
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Assim, tendo-se um excesso de prétons na fase aquosa interna das vesiculas, o composto

encapsulado torna-se positivamente carregado, nio sendo mais permeado através da bicamada

lipidica, o que induz seu acimulo no interior das vesiculas. O efeito do gradiente de prétons

nas concentragdes do composto terapéutico nos ambientes interno e externo das vesiculas é

descrito pela equacio de Henderson-Hasselbach (2):
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[HA™]
[HA™]

interna _ [H +]
[H7]

nterna

2

extema externa

MADDEN et al. (1990), MAYER et al. (1990) e MAYER et al. (1993) avaliaram a
incorporagdo de compostos terapéuticos em resposta a gradientes de pH, demostrando que esta
técnica pode ser usada para uma ampla variedade de drogas, com eficiéncias de
encapsulamento proximas a 100 %. Estes autores observaram que ocorre uma consideravel
variabilidade de respostas ao gradiente de pH entre os diferentes compostos por eles
estudados, dependendo das caracteristicas dos mesmos, tais como o pK, a tendéncia de
interagir com a bicamada e das condi¢des experimentais utilizadas, como a temperatura.

Q encapsulamento ativo de compostos em lipossomas apresenta as seguintes vantagens
em relac@o ao encapsulamento passivo: pode-se obter elevadas eficiéncias de encapsulamento,
ndo é necessaria a remog¢iio do material nfo encapsulado se a eficiéncia de
encapsulamento for de 100 %, evita a exposicdo do composto encapsulado a solventes
orgnicos, detergentes ou a condi¢des onde seja envolvido cisalhamento intenso e, por Gltimo,
permite que o encapsulamento seja feito imediatamente antes do uso dos lipossomas, evitando
a degradac8o de compostos e desestabilizacio da vesicula durante periodos de estocagem.

No caso especifico do encapsulamento de compostos terapéuticos de tratamento
primario e secundario da Tuberculose, as técnicas que mais possivelmente conduziriam a um
encapsulamento satisfatorio das referidas drogas em lipossomas sdo listadas na Tabela 3,
baseada nos dados de solubilidade apresentados na Tabela 1. Nota-se a factibilidade de
encapsulamento passivo para todos 0s compostos terapéuticos.

Devido a dificuldade em se obter dados na literatura sobre os valores de possiveis
constantes de lonizagd3o (pKa) das moléculas dos compostos terapéuticos em estudo e as
estruturas relativamente complexa de algumas delas, a predi¢io do comportamento com
relagdo & incorporacio ativa nas vesiculas lipidicas ndo ¢ imediata. No entanto, supde-se que

das drogas em estudo, a Rifampicina teria menor probabilidade de se acumular em lipossomas
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pelo uso de gradientes de pH, devido a ndo apresentar nitrogénios tdo facilmente protondveis

quanto os das outras drogas.

Tabela 3 - Possivel localizaciio e possiveis técnicas de encapsulamento nos lipossomas das
drogas Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida, Etionamida e Estreptomicina. A incorporagéo

passiva combinada refere-se ao encapsulamento simultdneo no cerne aquoso e na bicamada

lipidica.
Drogas Carater Possivel Possivel técnica de
predominante localizacio na encapsulamento
vesicula,
Isoniazida Hidrofilico Cerne aquoso Incorporagéo passiva durante a
hidratacdo do filme lipidico.
Pirazinamida Misto Imersa na Incorporagdo passiva combinada ou
Hidrofobico e bicamada e no incorporagao passiva $6 durante a
Hidrofilico cerne aquoso. hidratagfio do filme lipidico.
Rifampicina Misto Imersa na Incorporacdo passiva combinada ou
Hidrofobico e bicamada e no incorporagio passiva s¢ durante a
Hidrofilico cerne aquoso. hidratagdo do filme lipidico.
Etionamida Hidrofébico Imersa na Incorporacio passiva durante a
bicamada. formacfo do filme lipidico.
Estreptomicina Hidrofilico Ceme aquoso. Incorporagéo passiva durante a
hidratag@o do filme lipidico.

Os lipossomas utilizados como reservatorios e transportadores de moléculas de interesse

terapéutico permitem teoricamente a liberag@io destes compostos encapsulados sob condigdes
pré-estabelecidas, mantendo as propriedades originais dos lipossomas. A libera¢io indesejavel
da droga depende de sua natureza fisico-quimica e da composi¢do dos lipossomas.
Uma desestabilizaggo dos lipossomas pode afetar esta liberag@o controlada e isto poderia
acontecer devido a diversos processos quimicos e fisicos, por reagdes de degradagio que
alterariam a permeabilidade da bicamada lipidica, pela agregacdo e fusfio das vesiculas e pela

interagdo com moléculas anfifilicas (MORAES, 1996).
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3.5 Lipossomas como Veiculos na Liberagcdo Controlada de Medicamentos

De maneira equivalente a géis e emulsdes, os lipossomas sfo usados como veiculos para
o encapsulamento de medicamentos, fazendo parte dos sistemas coloidais de administracdo
controlada de drogas da medicina moderna. Estes dispositivos s3o de especial importincia na
administragio de drogas instdveis ¢ em terapias nas quais a droga deve ser liberada em um
alvo especifico (KREUTER, 1994).

As aplicagdes dos lipossomas como veiculos para a liberagdo controlada de drogas
representa uma opg¢io promissora para o transporte e deposi¢io especifica de compostos
terapéuticos em células, baseado em diversas caracteristicas de importincia farmacoldgica
(BARENHOLZ e CROMMELIN, 1994). Os lipossomas podem ser facilmente caracterizados
fisica e quimicamente, além de apresentar baixa toxicidade, sendo biocompaétiveis devido a
sua biodegradabilidade (composicdo similar a de membranas bioldgicas) e a sua reduzida
imunogenicidade. Pode-se predefinir uma relagio entre as caracteristicas da vesicula e a rota
de administracio das drogas, observando-se que os lipossomas sfo capazes de alterar a
farmacocinética e biodistribuicdo das drogas.

Os sistemas usados no transporte de drogas, especificamente os lipossomas, sdo capazes
de proteger os compostos terap€uticos por eles encapsulados dos processos de diluigo e
degradacdo no sangue que normalmente ocorrem quando estas drogas sfo apresentadas na sua
forma livre, de maneira que quando alcancam os tecidos que necessitam de tratamento, as
vesiculas podem liberar doses mais concentradas dos medicamentos. Esta liberaco controlada
das drogas pode ser levada a cabo tanto em fluidos corpdreos (agindo como micro-
reservatorios) quanto no interior de células (apds a endocitose), reduzindo a exposigdo de
tecidos sensiveis a agdo de drogas tdxicas.

Finalmente, a farmacocinética e a biodistribuicdo in vivo de lipossomas podem ser
controladas pela selecdo adequada da via de administragfo, da composicio em lipidios e do

tammanho da vesicula.
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A prescricdo da dosagem de um medicamento € o resultado de um compromisso entre a
sua eficiéncia e toxicidade, normalmente expresso como o indice terapéutico. Este indice €
definido como a razdo entre a eficacia da droga e os seus efeitos colaterais. Assim, as drogas
sdo prescritas em quantidades elevadas o bastante para controlar o problema do paciente, mas
em quantidades baixas o suficiente para evitar danos inaceitdveis a tecidos saudaveis
(OSTRO,1987a).

O indice terapéutico ¢ uma fung#o complexa de varios pardmetros, dentre os quais os
principais sfo a farmacocinética, farmacodinimica e biodistribuigdo de uma droga particular.
Todos esses fatores podem ser influenciados pela administragdo das drogas com sistemas
liberadores especificos quando comparados a administragdo das drogas na forma livre.

Em terapias onde sejam utilizados lipossomas, a droga encapsulada pode ter como
destino os alvos naturais (sistema imunoldgico) ou especificos (6rgdos, locais ou tumores
especificos).

Lipossomas quimicamente modificados com determinantes moleculares superficiais
seletivos ¢ de grande afinidade, como anticorpos, sdo capazes de atingir alvos especificos.
Lipossomas desprovidos de modificagdes na superficie tém como destinoe as células do sistema

imunologico.

3.5.1 Comportamento dos Lipossomas em Sistemas Bioldgicos

Os lipossomas podem interagir por adsorgfo com praticamente qualquer tipo de célula.
A velocidade com que uma droga € liberada de um lipossoma adsorvido depende do tamanho
e composicio da membrana lipidica, do tipo de droga encapsulada e da natureza da
célula (OSTRO, 1987a). Apos a adsorgio, as vesiculas lipidicas podem sofrer processos de
endocitose, sendo englobadas pelas células, de troca de lipidios com a membrana celular, ou
de fusdo a célula, onde a bicamada lipidica dos lipossomas integra-se a membrana celular e o

contetido aquoso da vesicula € anexado ao fluido citoplasmaético (OSTRO, 1987a).
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Outra caracteristica importante do comportamento dos lipossomas in vivo ¢ a interacfio
com componentes dos fluidos biolégicos, como as proteinas. As opsinas sfo proteinas capazes
de promover o rapido reconhecimento e remo¢io das vesiculas da corrente sangiiinea. Esta
remogdo € feita por células do sistema fagocitario mononucleado, também conhecido como
sistema reticuloendotelial (SER). Outras proteinas, tais como as lipoproteinas, quando
adsorvidas na superficie dos lipossomas, desestabilizam a bicamada pela troca de lipidios.

A integridade dos lipossomas ¢ também afetada por sua interacio com moléculas
apresentando atividade de superficie. Neste caso nfo apenas o tamanho e a estrutura das
vesiculas s3o afetados, mas também a sua permeabilidade. Os efeitos dessas interagdes tém
sido estudados, elucidando alguns aspectos da estabilidade dos lipossomas (SUNAMOTO et
al., 1978; NILSSON et al., 1987; RUIZ et al., 1988; URBANEJA et al.,1988; EDWARDS et
al., 1989; EDWARS E ALMGREN, 1990; 1991; 1992).

3.5.2 Lipossomas Estericamente Estabilizados

Nos ultimos anos, foi desenvolvida uma nova e importante classe de vesiculas lipidicas,
com valores de tempo de meia vida de circulacio (t;) de até 12 horas apds sua administracio.
Este comportamento especifico ¢ obtido pela presenca de glicolipidios especitficos (GM1, GD,
GT) e fosfatidilnositol hidrogenado na membrana dos lipossomas, os quais conferem-lhe
carater neutro ou cargas negativas parcialmente protegidas (ALLEN et al., 1985; ALLEN ¢
CHONN, 1987; ALLEN et al, 1989, 1991, LIU et al, 1991; GABIZON e
PAPAHADIOPOULGOGS, 1988; 1992).

Devido ao alio custo destes compostos, o que praticamente inviabiliza sua utilizacio
terapéutica, sugeriu-se a incorporagdo de polimeros hidrossoluveis as vesiculas
fosfolipidicas, uma vez que tem sido observado um decréscimo na imunogenicidade e na

antigenicidade de proteinas ligadas a poli-oxietilenos.
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Lipidios sintéticos contendo grupos hidrofilicos volumosos resultantes do acoplamento
covalente de cadeias de polietilenoglicol (PEG) aos fosfolipidios foram incorporados a
esta classe de compostos capazes de aumentar o tempo de circulagio e a estabilidade dos
lipossomas (KLIBANOV et al,, 1990; BLUME e CEVC, 1990; PAPAJHADJOPOQULOS et
al., 1991; LASIC et al., 1991; WOODLE et al., 1992).

A estabilizaglo destes lipossomas contendo PEG e seu aumento no tempo de circulacdo
¢ explicado por um modelo quantitativo que propde que estas importantes caracteristicas sdo
devidas a concentragfio superficial de grupos altamente hidratados que inibem estericamente as
interagBes eletrostaticas e hidrofobicas da maloria dos componentes do sangue com a
superficie das vesiculas lipidicas, constituindo uma opgfio relevante na estabilizacdo da

estrutura de lipossomas destinados a administragdo por via intravenosa.

3.6 Aplicacdo de Lipossomas na Terapia da Tuberculose

E de grande importéncia o desenvolvimento de novas formas ou sistemas de liberagdo de
compostos terapéuticos empregados no tratamento da tuberculose, com o objetivo de diminuir
o riscos e as ineficiéncias dos processos de administragfo convencionais.

A incorporagdo destes farmacos em lipossomas reduziria o niimero e a intensidade dos
efeitos colaterais, poupando tecidos saudaveis, como os rins e o figado, e também poderia
diminuir a necessidade de doses freqgiientes do medicamento que, aliado aos efeitos colaterais
nocivos, constituem alguns dos aspectos caracteristicos do tratamento da Tuberculose. Estas
vesiculas seriam capazes de permanecer no organismo liberando lentamente a droga por
intervalos de tempo prolongado.

O encapsulamento dos farmacos antituberculose em lipossomas também teria a
vantagem de possibilitar sua administraciio através de diversas rotas, incluindo as vias
pulmonar, nasal, oral, intramuscular, subcutdnea, topica e intravenosa, de acordo com as

caracteristicas dos lipossomas preparados.
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A administragfio por via intravenosa de lipossomas convencionais e estericamente
estabilizados com Polietilenoglicol, por exemplo, poderia combater os bacilos alojados
no sistema reticulo-endotelial, enquanto a administraciio de lipossomas nebulizados poderia
aumentar o tempo de retengfo da droga nos pulmdes (SHEK et al., 1994).

Os lipossomas sdo adequados para a administracio de drogas por inalacio pelo fato de
que estas vesiculas podem ser preparadas de materiais endégenos aos pulmdes, como os
componentes do surfatante pulmonar. Este surfatante previne o colapso dos alvéolos, sendo
constituido em cerca de 85 % por fosfolipidios, principalmente Dipalmitoilfosfatidilcolina,
seguido de Fosfatidilglicerol, contendo também Colesterol, proteinas e carboidratos
(TAYLOR e NEWTON, 1992).

Além disto, a administragio dos lipossomas por inalagio encapsulando os compostos
terapéuticos teria como receptor o sistema pulmonar, que é bastante atrativo como portal de
entrada de drogas, tanto para a terapia local como para o tratamento sistémico de infecBes, por
ser um sistema de ficil acesso, ter elevada area superficial, baixos niveis de enzimas
extracelulares e elevado fluxo sangliineo regional.

Embora o encapsulamento de agentes antituberculose em lipossomas seja bastante
promissor, alguns fatores de importincia primordial devem ser levados em consideragio no
projeto racional das vesiculas lipidicas e no controle e indugdo da liberacfio da droga. Devido
ao mecanismo pelo qual alguns organismos, incluindo o Mycobacterium tuberculosis, nio sio
destruidos no interior das células fagocitarias (pela prevengdo da fusio fagolisossdmica), a
probabilidade de que os antibidticos encapsulados em lipossomas possam ser liberados
diretamente aos microrganismos patogénicos diminui. Entretanto, a composicio dos
lipossomas pode ser selecionada de forma que os mesmos sejam capazes de liberar a droga
encapsulada como uma conseqliéncia da alteracdo das condigBes ambientais, como
temperatura e pH.

Em adicdo, lipossomas com caracteristicas adequadas para a administragio por inalacio
consistem em boa opcdo do ponto de vista de nivel de conforto do paciente, em comparagio,

por exemplo, & administragdo de compostos terapéuticos por via intravenosa. Os efeitos da
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administracdo de lipossomas via inalacio foram testados por THOMAS et al. (1991).
Estes autores demonstraram que os efeitos agudos da inalagio de vesiculas pequenas de
Fosfatidilcolina de Soja por voluntarios saudaveis foram bem tolerados, ndo resultando em
alteracOes aparentes na fungfo pulmonar, embora a sua administracio crénica pudesse resultar
em doses cumulativas de fosfolipidios maiores que a normalmente encontrada no surfatante
pulmonar.

Também em 1991, GONZALEZ-TOTHI et al. estudaram a toxicidade de lipossomas
inalados, ndo encontrando inibi¢do da atividade ou viabilidade fagocitaria apds a exposicéo
prolongada de macrdfagos alveolares a lipossomas.

O encapsulamento de compostos terapéuticos em hipossomas para aplicagfio na terapia
da Tuberculose ja foi analisado por alguns grupos. VLADIMIRSKI et al., 1980, 1983 ¢
VLADIMIRSKI e LADIGINA (1982), trataram ratos usando Isoniazida e Estreptomicina
encapsuladas em lipossomas com resultados aparentemente satisfatérios. VLADIMIRSKI e
LADIGINA (1982) trataram camundongos infectados com o M. fuberculosis com lipossomas
de didmetro entre 40 ¢ 80 nm encapsulando Estreptomicina. Os autores observaram que os
lipossomas foram mais efetivos que a droga livre no prolongamento da sobrevivéncia dos
animais e na redugio do niimero de microrganismos no baco, mas nfo nos pulmdes.

Em 1986, OROZCO et al. usaram a combinac¢fio de Rifampicina e Isoniazida
encapsuladas em lipossomas para o tratamento da Tuberculose e observaram uma melhor
eficacia terapéutica das drogas encapsuladas quando comparadas com sua forma livre.

A Ciprofloxacina tem demostrado bom nivel de atividade bactericida in vifro para um
grande namero de patdgenos causadores de infegdes respiratorias, incluindo o Mycobacterium
tuberculosis (GAY et al., 1984; HEIFETS, et al., 1987). A droga livre administrada por via
intravenosa ou oralmente apresenta uma farmacocinética relativamente desfavoravel, tendo
sido observado o curto tempo de eliminac@o (de 1 a 1,6 horas) ¢ a pequena 4rea na curva de
concentracdo por tempo de 43 até 113 mg.hora/litro (BERGOGNE-BEREZIN, 1993). WONG

etal. (1993, 1995) descreveram formulagdes de lipossomas para o encapsulamento de
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Ciprofloxacina, demostrando que, quando administrada a ratos por via intranasal, a retengdo
da droga nos pulmdes era significativamente maior quando comparada com a droga livre, com
um tempo de meia-vida de 8 a 10 horas.

Similarmente, as drogas Amikacina (CYNAMON et al., 1989), Rifampicina (SAITO e
TOMIOKA, 1989) e Gentamicina (NIGHTINGALE et al., 1993) demostraram maior
eficiéncia quando encapsuladas em lipossomas.

OROZCO et al.,, em 1990, estudaram a dindmica de distribuicio dos lipossomas como
transportadores de droga para o tratamento da Tuberculose. Trés tipos de lipossomas foram
usados, variando sua composi¢do e razdo molar lipidica, sendo administrados por via
intravenosa em ratos saudaveis e em ratos tuberculosos. Quando a distribui¢do dos lipossomas
nos ratos sadios e tuberculosos foi comparada, um actimulo maior no figado, no bago e nos
pulmdes dos ratos saudaveis foi observado, embora o tempo de retengdo em ratos tuberculosos
fosse mais longo, concluindo-se que a dindmica da distribuigfio e a retencfio de drogas
encapsuladas em lipossomas diferem entre animais normais e infectados. Foi observado,
também, um maior actmulo dos lipossomas compostos por Fosfatidilcolina, Colesterol e
Cardiolipina na razio de 7:2:1.

Em 1991, MYERS et al. estudaram a exposig8o de ratos a lipossomas inalados por um
més de tratamento cronico, ndo observando alteracdes no funcionamento dos macréfagos
alveolares ou, ainda modifica¢io do tecido pulmonar.

KURUNOYV et al, em 1992, estudaram a eficicia de Rifampicina na forma livre e
encapsulada em lipossomas multilamelares de Fosfatidilcolina e Colesterol em um modelo de
Tuberculose generalizada em ratos BALB/c. A Rifampicina na forma encapsulada ndo
mostrou resultados significativos sobre a dosagem da droga na forma livre,

Em 1992, GANGADHARAM et al. pesquisaram o papel quimioterapéutico da
Estreptomicina na progressdo da doenga causada pelo Mycobacterium avium (MAC) em ratos.
Em um primeiro experimento, a Estreptomicina (100 mg/kg) administrada intramuscularmente
cinco dias por semana durante um més causou a reducdo significativa das colénias de células

de MAC dos pulm&es, do bago e do figado.
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No mesmo experimento, a droga encapsulada em lipossomas multilamelares e
administrada (15 mg/kg) em duas injecdes intravenosas causou uma redugio maior das
colBnias nos trés tecidos. No segundo experimento, o efeito da droga livre (150 mg/kg)
administrada durante cinco dias por dois meses, foi comparado com a administragio de 15
mg/kg da droga encapsulada em lipossomas unilamelares administrados em quatro injecdes
(uma por semana), sem tratamento adicional nas quatro semanas seguintes. Resultados
similares aos do primeiro experimento foram obtidos. Em ambos, o encapsulamento da droga
em lipossomas resultou no aumento da eficacia quimioterapéutica, quando os dados foram
expressos como a reducdo das colonias de MAC por unidade de dose de droga.

METHA et al, em 1993, estudaram a atividade antibacteriana de 19 drogas
antituberculose e identificaram sete delas como agentes que poderiam ser potencialmente
incorporados em lipossomas. Foram preparados lipossomas multilamelares de
Dimiristoilfofastidilcolina e Dimiristoilfosfatidilglicerol (7:3), incorporando estes compostos
terapéuticos com eficiéncias de encapsulamento na faixa de 62 até 100 %. As drogas
Clofazimina e Esparfloxacina mostraram as melhores eficiéncias. Todas as drogas foram
encapsuladas pelo método de hidratagdo em evaporador rotatdrio. Quando comparadas as
atividades antibacterianas in vitro destes compostos em sua forma livre e encapsulados em
lipossomas, os resultados mostraram que estas estiveram mantidas depois que as drogas foram
incorporadas em lipossomas.

Resultados promissores foram obtidos por AGARWAL et al. (1994) para o uso de
lipossomas constituidos de Fosfatidilcolina de ovo encapsulando o agente Rifampicina. A
atividade antituberculose dos lipossomas foi aumentada pelo acoplamento do tetrapeptideo
ativador de macréfagos tuftsin na superficie das vesiculas. A administragdo intermitente destes
lipossomas (duas vezes por semana) foi mais efetiva na redug¢do do numero de bacilos
localizados nos pulmdes de camundongos que o tratamento continuo, levando a um aumento

da efetividade de pelo menos 2000 vezes em relag@o a droga livre.
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Também em 1994, BERMUDEZ estudou o uso in vitro € in vivo de preparacdes de
lipossomas contendo antibidticos na terapia de infe¢Ges causadas por microrganismos do
género Mycobacterium (M. avium e M. tuberculosis), confirmando que os lipossomas tém a
vantagem de liberar concentra¢es mais elevadas dos compostos antimicrobianos nas células
infectadas, quando comparados com a droga livre.

KOGA et al. (1994) mostraram que maior eficidcia no tratamento da Tuberculose em
camundongos € obtida pelo uso de Estreptomicina e de Amikacina encapsulada em lipossomas
que através da administragdo das drogas livres. Similarmente, lipossomas associados
aos glicosideos asiaticosideo e corcorusina provaram ter efeito microbicida mais efetivo nas
células de M. tuberculosis que os glicosideos em suas formas livres em solucdo (MEDDA et
al., 1995).

YU-KYOUNG et al, em 1995, pesquisaram formulagcdes dos antibidticos
Ciprofloxacina e Azitromycina encapsulados em lipossomas e testaram suas atividades
antibacterianas in vitro para o M. avium complex. O método convencional de encapsulamento
passivo resultou na incorporagdo de uma pequena fragdo da Ciprofloxacina adicionada, na
proporgdo de 0,225 mol de droga/mol de lipidio, em contraste a um encapsulamento usando
gradientes de pH, que resultou em uma eficiéncia de 94 % (0,52 mol de droga/mol de lipidio).
No caso da Azitromycina encapsulada pelo método de congelamento-descongelamento,
obteve-se uma razdo molar final droga/lipidio de 0,33. Ambas as drogas incrementaram sua
inibi¢do intracelular do crescimento do M. avium complex quando encapsuladas em
lipossomas.

KURUNOV et al. (1995) testaram a inalacdo de agentes bactericidas livres e
encapsulados em lipossomas para a terapia de Tuberculose em camundongos, observando que
maior eficiéncia foi obtida pela inalacfo diaria dos lipossomas contendo as drogas. A eficacia
de administracdes didrias e intermitentes por inalagio de drogas antituberculose na forma livre
em solucdes aquosas e encapsuladas em lipossomas foram avaliadas na terapia de ratos
tuberculosos BALB/c. Os melhores efeitos foram obtidos com as inalagdes diarias de drogas

encapsuladas em lipossomas. Apesar do fato do regime intermitente das drogas encapsuladas
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emn lipossomas ter envolvido uma dosagem menor, sua eficiacia ndo foi inferior 4 terapia diria
com as solugdes aquosas das drogas. A alta eficiéncia dos lipossomas diminuiu as prolongadas
persisténcias das altas concentragdes de Rifampicina no tecido pulmonar,

Em 1997 CONLEY et al., avaliaram o uso de 12 tipos comerciais de nebulizadores para
a liberagfio de Ciprofloxacina encapsulada em lipossomas e tomando como base seus melhores
resultados, foi usada Ciprofloxacina na forma de aerosol encapsulada em lipossomas para o
tratamento de ratos infectados com doses letais de Francisella tularensis. Todos os ratos
tratados com o aerossol de lipossomas encapsulando a droga sobreviveram i infec¢fio. Os
ratos tratados ou nfio com a droga livre sucumbiram a infecgdo.

Em 1997, PARAMPAL et al. avaliaram a eficiéncia de Isoniazida e Rifampicina
encapsulada em lipossomas do tipo Stealth, especificos para uso pulmonar; contendo
Fosfatidilcolina, PC; Colesterol, Col; Dicetilfosfato, DCP; Distearoilfosfatidiletanolamina-
Polietilenoglicol 2000, DSPE-PEG e O-estearoil amilopectina, O-SAP. A droga livre e
encapsulada foi injetada em ratos tuberculosos de trés a quatro semanas de idade infectados
por via intravenosa com o M. fuberculosis Hz;Rv. As doses foram de duas vezes por semana
durante seis semanas. A eficiéncia foi avaliada em termos da eliminacio do microrganismo
dos 6rgdos infectados dos ratos, sendo esta mais elevada com as drogas encapsuladas do que
com as drogas livres. A redu¢do das coldmias de células nos pulmdes, figado e baco foi
também significativamente superior com o uso das drogas encapsuladas em lipossomas abaixo
das concentracdes terapéuticas geralmente usadas. Foi avaliada também a hepatoxicidade das
drogas livres e das drogas encapsuladas pelos niveis de enzimas hepaticas e bilirrubina total,
onde os menores valores corresponderam as drogas encapsuladas, indicando sua menor
toxicidade. Estes resultados sugerem que drogas antituberculose encapsuladas em lipossomas
podem oferecer resultados terapéuticos melhores que o regime quimioterapéutico existente
para a Tuberculose.

DEOL ¢ KHULLER, em 1997, efetuou a modificagio da superficie de lipossomas Stealth
por adi¢@o de O-estearoilamilopectina (O-SAP), o que resultou no aumento da afinidade destes

lipossomas ao tecido pulmonar de ratos. Os lipossomas contendo PC de ovo, Col., Dicetilfosfato,
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0O-SAP, mono-sialogangliosideo glicol de GM1 e Distearoilfosfatidiletanolamina acoplada a PEG
de massa molecular 2.000 Da foram os mais estéaveis e seu acimulo foi maior nos pulmdes que
no sistema reticuloendotelial dos ratos normais e tuberculosos. /n vivo, a administracio destes
lipossomas resultou na liberagdo lenta e controlada das drogas encapsuladas. Para a Isoniazida e a
Rifampicina encapsulada em lipossomas, os autores observaram uma redugfo da toxicidade in
vivo em comparagdo com as drogas livres, destacando-se a menor toxicidade aos macrofagos
peritoneais.

SILER-MARINKOVIC et al. (1997), em um trabalho de revisdo do uso de lipossomas
como carregadores de drogas antimicrobianas, destacam sua potencialidade na terapia de
doengascausadas por microorganismos do tipo Mycobacterium, relatando que o
encapsulamento de diversos agentes tuberculostiticos em lipossomas resultou em maior
atividade in vitro e in vive das drogas.

Em resumo, esta revisdo da literatura mostra que estes trabalhos fundamentam o
desenvolvimento desta estratégia de rejuvenescimento de drogas antituberculose para
possiveis aplicacdes clinicas. Além de sua aplica¢@io na terapia da Tuberculose, os lipossomas
podem também ser utilizados na prevencfio e controle desta enfermidade, possibilitando o
encapsulamento de compostos indutores de resposta imunologica acentuada ao M

tuberculosis (SINGH e KHULLER, 1994; KOGA et al., 1994).
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOLOGIA

4.1 Materiais

As drogas puras Isoniazida (Acido Isonicotinico), Pirazinamida, Rifampicina,
Etionamida e Sulfato de Estreptomicina, os solventes orginicos 1-Octanol e n-Dodecano, o
agente tamponante Hepes, o fosfolipidio  Distearoilfosfatidilcolina (DSPC), o lipidio
Colesterol (Col), o detergente Triton X-100 e a Ninidrina foram obtidos da Sigma Co. O
Molibdato de Aménio e o NaCl foram obtidos da ECIBRA. O Acido Citrico e o Hidréxido de
Sédio foram obtidos da Quimibras Industrias Quimicas S.A. Os solventes orginicos
Cloroférmio, Metanol, Etanol, o Peroxido de Hidrogénio e o Acido Ascérbico foram obtidos
da MERCK. O Acido Sulfiirico foi obtido da Quimica Especializada Erich Ltda e o
Monofosfato de Sodio Hidratado da Baker Analized Reagente. A dgua utilizada foi bidestilada
e purificada em sistema Milli-Q da Millipore.

4.2 Metodologia

4.2.1 Avaliacdo da Solubilidade dos Compostos Terapduticos a 1 mM nos Solventes
Utilizados

A solubilidade dos compostos terapéuticos a 1 mM foi avaliada nos seguintes solventes
aquosos e orgédmicos: dgua deionizada, solugSes contendo 10 mM de Hepes em pH 7.4,

solugbes contendo 10 mM de Hepes ¢ 120 mM de NaCl a pH7,4 e a pH 13, solugdes
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contendo 300 mM de Acido Citrico em pH 4.0, 1- Octanol e n-Dodecano. Tais solventes
foram empregados no estudo do comportamento de parti¢do das drogas em sistemas solvente
organico/solugdo aquosa.

Para tal, pesava-se a massa de droga necessdria para preparar cerca de 8,0 a 10 mL de
solugdo de droga a 1,0 mM em cada um dos solventes mencionados. No entanto, quando nao
era observada uma dissolugdo imediata, agitava-se as amostras, & temperatura ambiente, em
um banho agitador do tipo ultra-sénico por 2 a 5 minutos. Repetia-se a agitacio por mais
tempo e, caso a droga ainda se apresentasse insollivel, aquecia-se em banho-maria por cerca de
3 minutos a 60 °C.

Apés serem realizados estes procedimentos, aguardou-se até cerca de 12 horas para
observar se havia algum tipo de precipitagdo. A droga era considerada solivel quando,

realizados estes testes, era obtida uma solugio limpida e sem residuos s6lidos depositados.

4.2.2. Determinacdo dos Coeficientes de Particiio dos Compostos Terapéuticos

Os coeficientes de partico foram determinados com base nos protocolos experimentais
descritos por MORAES (1996). As solugdes dos compostos terapéuticos a 1 mM foram
preparadas em todos os tipos de solugdes aquosas utilizadas: agua deionizada, solucido de
Acido Citrico a 300 mM a pH 4, solugdo contendo 10 mM de Hepes a pH 7.4, solucBes
contendo 10 mM de Hepes e 120 mM de NaClapH 7.4 ¢ a pH 13.

Todas as solugdes foram aquecidas a 30 °C por cerca de 10 minutos em uma incubadora
modelo 624 da New Brunswick Scientific Co., Inc. A seguir, uma aliquota de 2 a 3 mL de
cada uma das solugdes {(dependendo do volume requerido para a andlise) foi misturada em um
tubo de ensaio a um volume idéntico de n-Dodecano ou de 1-Octanol previamente saturado

com agua deionizada, pré-equilibrados a 30 °C.
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Para compostos apresentando baixa solubilidade em solugdes aquosas, solucdes de droga
preparadas nos solventes orgénicos foram empregadas para se evitar a presenga de material
precipitado. De maneira equivalente aos testes anteriores, misturou-se porgdes iguais das
solugdes de droga em solvente orgénico as solugdes aquosas.

Apdés a mistura, os tubos de ensaio foram tampados e as amostras foram
homogeneizadas por inversdes repetidas (30 vezes). As amostras foram novamente
incubadas a 30 °C por 30 minutos, em repouso. Com a finalidade de assegurar uma boa
separacio de fases apos a incubagdo as amostras foram, quando necessario, centrifugadas a
4.500 rpm por 5 minutos em centrifuga Himac Cf 15D da Hitachi.

Amostras da fase aquosa ou da fase hidrofobica foram coletadas e as concentragBes de
compostos terapéuticos foram determinadas na fase onde a droga apresentava maior
solubilidade.

Em todas as situacdes, a concentragiio dos compostos terapéuticos na fase complementar
foi estimada como sendo a diferencga entre a quantidade originalmente adicionada ao sistema e
a quantidade determinada na fase analisada. Calculou-se o coeficiente de parti¢do, P, como a
razio entre as concentracbes do composto na fase hidrofobica e as concentraches na fase
aquosa apds a incubagfo. Todos os ensaios experimentais foram realizados, no minimo, em

duplicata.

4.2.3 Determinacdo da Concentracdo dos Compostos Terapéuticos Livres em Solucio

A concentragio das drogas foi determinada por espectofotometria, empregando um
espectrofotdmetro UV-visivel modelo U-2000, da Hitachi.

Primeiramente, para uma solugdo a 1| mM de cada droga, determinou-se o espectro de
absor¢do das solugdes de drogas preparadas conforme o procedimento mencionado no item

4.2.1, utilizando a faixa de comprimentos de onda de 200 a 500 nm.
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Nos casos em que se observou a presenga de picos de absorcdo, foi selecionado o
comprimento de onda superior a 210 nm que apresentasse maior absorbincia para a
preparacdo das curvas de calibracio, para que estas ficassem sujeitas a um minimo de
interferéncia. Estas curvas foram determinadas medindo-se a absorbancia de solucdes de
concentragOes conhecidas na faixa de 0,1 a 1,0 mM.

Para a Isoniazida, utilizou-se o comprimento de onda de 260 nm para as analises
quantitativas da droga diluida nas diversas solugfes aquosas. Para a Pirazinamida, as analises
foram efetuadas, para cada um dos solventes aquosos, nos seguintes comprimentos de onda:
agua deionizada: 268 nm; Acido Citrico a 300 mM e pH 4,0: 260 nm; Hepes a 10 mM e pH
7,4: 260 nm; Hepes a 10 mM, NaCl a 120 mM e pH 7.,4: 263 nm e Hepes a 10 mM, NaCl a
120 mM e pH 13,0: 269 nm. Tanto a solugdo aquosa de Rifampicina a pH 13 como em
1-Octanol apresentaram picos de absor¢do em comprimentos de onda proximos a 340 nm, o
qual foi selecionado para a analise quantitativa desta droga em ambos os solventes. Para a
Etionamida, o comprimento de onda selecionado foi de 292 nm, sendo aplicdvel apenas para o
1-Octanel, uma vez que esta droga nfo apresentou solubilidade adequada em nenhum dos
outros solventes.

Como para a droga Estreptomicina nio foi observado um pico de absorbancia
significativo na faixa de concentragdo analisada, optou-se por realizar uma reacéo
colorimétrica, objetivando a obtengdo de um cromoéforo passivel de analise por
espectofotometria, cujo procedimento esta listado a seguir.

Conforme proposto por GANGADHARAM et al. (1991), a determinag@o de drogas
contendo grupos guanidino pode ser realizada com base na reagdo deste grupo com Ninidrina,
podendo produzir tanto um cromoforo quanto um composto fluorescente. A uma aliquota de
1,7 mL da droga nas diferentes solugdes aquosas, adicionou-se 60 uL de NaOH a 0,1N ¢ 120
ul de solugdo aquosa de Ninidrina a 0,25 %. As amostras foram incubadas por 10 minutos
em dgua em ebulicdo. Posteriormente, resfriou-se em banho de agua a temperatura ambiente e

analisou-se as absorbincias a 280 nm.
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4.2.4 Preparacdo dos Lipossomas.

A preparacio dos lipossomas foi realizada pelo método de hidratacio do filme seco, que
produz vesiculas multilamelares de diversos tamanhos, seguida pela homogeneizagio do
tamanho das vesiculas pelo método de extrusio em membranas de policarbonato. Os
lipossomas foram preparados contendo 60 mol % de Distearoilfosfatidilcolina e 40 mol % de
Colesterol.

O método da hidratacdo do filme seco consiste na preparacdo das vesiculas
multilamelares pelo depédsito de uma camada fina de lipidios nas paredes de um frasco de
vidro de fundo redondo, formada pela evaporagio do solvente orgénico no qual os lipidios
estio dissolvidos. Apos a formacio do filme é adicionado excesso de fase aquosa, em
constante agitag@o, a uma temperatura maior que a T, temperatura de transicio
gel/liquido-cristalino dos fosfolipidios, fazendo com que os lipidios se desprendam das
paredes do frasco e agreguem-se em lipossomas, enquanto encapsulam parte da solucdo
aquosa, ocorrendo assim a hidratagdo do filme seco.

Para a obtenc¢do de 5 mL de suspensio de lipossomas multilamelares com concentracdes
finais totais de lipidios variando de 6 a 7,5 mM, inicialmente pesou-se os lipidios em balanca
analitica Scientech modelo SA 210.

Transferiu-se estes lipidios para um frasco de vidro de fundo redondo de capacidade
igual a 50 mL, no qual adicionou-se 5 mL de uma solugio Cloroformio/Metanol (9:1 v/v),
para a solubilizacfo dos lipidios. O frasco foi levado ao evaporador rotatério Art Lab, modelo
Fisatom 802, com rotacdo de 150 rpm, a temperatura ambiente, por aproximadamente 20
minutos e depois a temperatura de 65 °C por mais 15 minutos. Desta forma, o solvente foi
evaporado, com a formacgfo de um filme seco de lipidios nas paredes do frasco.

Na etapa seguinte, o filme seco foi hidratado com um volume de 5 ml de solugio
tamp3o Hepes a 10 mM e pH 7.4 contendo ou ndo os compostos terapéuticos solubilizados ou

com 5mL de uma solugdo de Acido Citrico a 300 mM e pH 4 para preparar as vesiculas que
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foram posteriormente usadas no encapsulamento ativo. A amostra foi mantida por 30 minutos
imersa em banho a 65 °C na mesma rotacio de 150 rpm.

Por este procedimento foram obtidas vesiculas multilamelares de vérios didmetros,
sendo necessario um tratamento posterior para torna-las unilamelares e com distribuicdo de
tamanhos homogénea.

As vesiculas foram deixadas em repouso por mais 30 minutos para atingirem o
equilibrio, sendo em seguida sonicadas, por 10 minutos em banho sonicador modelo Branson
2200 da Bransonic Corporation. Posteriormente, as vesiculas foram submetidas & extrusfio
através de membranas de policarbonato Poretics, com poros de 400 nm de didmetro.

A extrusdo ¢ baseada na dispersdo forcada de vesiculas multilamelares em membranas
com poros de tamanho definido, envolvendo o uso de pressdes relativamente elevadas € a uma
temperatura maior que a de transicdo gel-liquido (T¢) do lipidio. Para o fosfolipidio DSPC, a
Tc € de 55 °C de acordo com o catdlogo da Avanti Polar Lipids Inc. (1995), enquanto o
Colesterol ndo apresenta transi¢fio de fases.

A extrusdo foi feita em extrusora de aco inox, modelo T. 001 da Lipex Biomembranes
Inc. com capacidade de 10 mL de volume, com sistema de aquectmento de camisa térmica
para circulacdo de agua. Foram utilizados um disco de drenagem e duas membranas de
policarbonato sobrepostas para a extruso. A extrusora foi conectada a wm cilindro de
nitrogénio, equipado com uma valvula redutora/reguladora de pressfo, mantida entre 2 a 5
Kgf/eny.

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 geladeira a 5 °C.
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4.2.5 Encapsulamento Passivo das Drogas Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina e

Etionamida

A incorporacio passiva dos compostos terapéuticos nos lipossomas foi realizada durante
a etapa de hidratacéo do filme lipidico seco, utilizando-se isoladamente solugdes aquosas das
drogas Isoniazida e Pirazinamida a varias concentra¢des dissolvidas em tampio Hepes a 10
mM e pH 7.,4. Como as drogas Rifampicina e Etionamida apresentavam baixa solubilidade
quando suspensas no tampdo mencionado, realizou-se a solubilizagdo destes compostos
terapéuticos dissolvendo-se inicialmente os mesmos na mistura de solventes orginicos
Cloroféormio/Metanol (9:1 v/v) conjuntamente com os lipidios, e depois de evaporados os
solventes, a hidratagéo do filme lipidico seco foi feita utilizando-se tampio Hepes a 10 mM e
pH 7.4.

4.2.6 Encapsulamento Ative das Drogas Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina,

Etionamida e Estreptomicina.

Anteriormente a etapa de incorporacdo ativa dos compostos terapéuticos Isoniazida,
Pirazinamida, Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina nos lipossomas, estabeleceu-se um
gradiente de pH nas vesiculas lipidicas para que o encapsulamento das drogas pudesse ser
efetuado. O gradiente de pH entre as regides interna e externa aos lipossomas foi
estabelecido pela passagem das vesiculas preparadas pelo método de hidratagdio do filme seco,
originalmente suspensas na solugfio de Acido Citrico 300 mM a pH 4, através de uma coluna
cromatografica empacotada com gel de Sephadex G-50, de 2,5 ¢m de didmetro e volume de
leito igual a 50 mL obtida da SIGMA. A coluna foi previamente equilibrada com solugdo
tampdo contendo 10 mM de Hepes a pH 7.4. A mesma solugio tamp&o foi utilizada para a

elui¢8o dos lipossomas na coluna.
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Por este procedimento, estabeleceu-se um gradiente de pH da suspens@o de lipossomas
de aproximadamente 3,4 unidades. O pH do meio aquoso externo (pH=7,4) foi verificado e
ajustado, se necessario. Estabelecido este gradiente de pH, as vesiculas obtidas foram usadas
em até 72 horas.

Para a incorporagdo ativa dos compostos terapéuticos, a suspensio de vesiculas foi
convenientemente diluida e misturada com as solugSes contendo a droga que se desejava
encapsular solubilizada na mesma solugdo tamp@o empregada para suspender os lipossomas
(pH igual a 7.4), na propor¢do molar droga/lipidio de 0,2:1.

No caso das drogas Rifampicina e Etionamida serem pouco soliveis no tampio usado,
realizou-se uma etapa prévia de recristalizagfio destas drogas, dissolvendo-se as mesmas em
Cloroférmio/Metanol (9:1 v/v) e evaporando-se os solventes em evaporador rotatério &
temperatura ambiente até que um filme seco das drogas fosse obtido. Ao filme seco das drogas
adicionou-se o tampdo Hepes a 10 mM e pH 7,4 ¢ a solugfio resultante contendo a droga
soluvel fol incubada com a suspensdo de vesiculas nas mesmas condigdes e proporgdes
molares das outras drogas.

As misturas lipossomas/compostos terapéuticos foram incubadas em uma incubadora
modelo 624 da New Brunswick Scientific Co. Inc., a 60 °C por um tempo de 10 minutos. As
incubagbes foram realizadas em frascos erlenmeyer a 200 rpm.

Apds a incubagfo, as amostras de lipossomas foram resfriadas em banho de dgua a
temperatura ambiente e submetidas ao processos de remocdo do composto terapéutico nio

encapsulado.

4.2.7 Remocdo da Droga ndo Encapsulada em Lipossomas

Apds o encapsulamento das drogas Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina, Etionamida e

Estreptomicina nos lipossomas por ambos os métodos descritos, efetuou-se a separagio da
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droga livre da droga incorporada nas vesiculas por duas metodologias distintas, cromatografia
de permeacio em gel e didlise.
Ambas as metodologias, descritas a seguir, baseiam-se na diferenca de tamanho dos

materiais a se separar (HARRIS e ANGAL, 1989).

4.2.7.1 Remocdo por Cromatografia de Permeacio em Gel

Nos ensaios feitos por cromatografia de permeagio em gel, utilizou-se uma coluna de
dessalinizagdo tipo PD-10 da PHARMACIA, pré-empacotada, com um volume aproximado de
8.5 mL de gel de Sephadex G-25 (com uma altura de 5 cm) e uma capacidade de volume de
amostra de até 2,5 ml, ou uma coluna cromatografica empacotada com gel de Sephadex G-50
¢ volume de leito igual a 50 mL e didmetro de 2,5 cm, obtida da SIGMA. No primeiro tipo de
coluna, as amostras com massa molecular acima da massa molecular de exclusdo do gel (1.10°
a 5.10° kDa) deveriam ser completamente eluidas a partir dos 2,5 mL iniciais até o volume de
6 mL, enquanto que as moléculas de massa molecular abaixo deste valor penetrariam nos
poros do gel, sendo retardadas e somente eludiriam a partir dos 6 mL. No caso da segunda
coluna, a massa molecular de exclusio do gel é de 1,5 a 30 kDa.

As colunas foram inicialmente pré-equilibradas pela passagem de 30 mL de tampéo
Hepes a 10 mM e pH 7,4. Em seguida, adicionou-se 2,5 mL de amostra, apos o que adicionou-
se 32 mL do mesmo tamp#o para a eluigdo do material a se separar.

Durante a separagdo a coluna cromatografica foi conectada a um coletor de fragdes
modelo Bio-Rad 2110, onde coletou-se aliquotas de 40 a 50 gotas (aproximadamente 1,5 mL
por fragdo) que foram posteriormente analisadas para a determinacdio da concentragdo de

lipidios e de composto terapéutico.
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4.2.7.2 Remocdo por Didlise

A separacdo por didlise € usada para remover excesso de solutos indesejiveis de baixos
pesos moleculares, simultaneamente introduzindo um novo tamp#o na solugio.

Nestes ensaios utilizou-se membranas de dialise Inlab (tipo envelope), com didmetro de
corte de 10 kDa, com medidas de 25 mm x 16 mm, as quais foram cortadas em duas, obtendo-
se novos envelopes com medidas de aproximadamente 12,5 mm x 8 mm.

As membranas foram colocadas em 4gua fervente por 30 minutos. Apds o término da
hidratag&o, as membranas tiveram uma de suas extremidades fechadas. Adicionou-se 2,5 mL
de amostra e fechou-se o outro extremo do envelope, que foi entfio submerso em 100 ml. de
solucdo tampdo Hepes fresca. Foram feitas quatro trocas da solugdo tampio (total de 400 mL)
no intervalo total de 40 horas, sendo que o sistema foi mantido em geladeira a 5 °C. Ao final
do processo de remog¢do da droga ndo encapsulada, as amostras foram coletadas e analisadas
para a determinaciio das concentragdes finais de lipidios e de material encapsulado nas

vesiculas.

4.2.8 Caracterizacio dos Lipossomas

ApoOs a remogio do composto terapéutico ndo encapsulado nas vesiculas, as fragGes
coletadas r1icas em lipossomas foram combinadas e os lipossomas obtidos foram
caracterizados quanto as concentragdes finais de lipidios, as concentracdes finais de composto
terapéutico encapsulado, ao didmetro médio das vesiculas, a estabilidade de estocagem
durante 3 semanas em geladeira a 5 °C e 3 estabilidade das vesiculas na frente do tensoativo

nio-i6nico C ;2E5 .
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4.2.8.1 Determinacdo da Concentracdo de Lipidios

A determinagdo da concentraciio de lipidios foi feita por dois métodos distintos: medida
direta de absorbéncia a 300 nm e pela analise quantitativa de ions fosfato (PO,”) em solugio.
Nestes ensaios, usou-se o espectrofotdmetro modelo Hitachi U - 2001.

O fosfolipidio (DSPC), utilizado na preparacgio dos lipossomas possui apenas um atomo
de fésforo por molécula, permitindo a determinacio do teor de fosfolipidios pela quantidade
de fosfato. O ensaio baseia-se no método de CHEN Jr et al. (1956), no qual primeiramente
ocorre a oxidaco com acido sulflirico das cadeias de acido graxo a carbono elementar, que é
transformado em diéxido de carbono (COy) pelo peréxido de hidrogénio (H:0;) livre de
fosfato. O fosforo ¢ transformado em ortofosfato, que forma um complexo com o molibdato
de amoénio. Quando este complexo € reduzido pelo dcido ascérbico hd o aparecimento da cor
azul cuja intensidade é proporcional & concentracdo de fosfato na amostra.

O mesmo procedimento foi também realizado para as solugdes de padrBes organicos e
inorginicos, com concentragdes conhecidas de fosfolipidio e de fosfato respectivamente, e
para uma solugdo isenta de fosfato (branco). Em nosso caso foram usados os compostos
Distearoilfosfatidilcolina (orgénico), o Monofosfato de Sodio Hidratado (inorgénico) e o
tampdo Hepes (10 mM) a pH 7.4.

Os experimentos foram conduzidos da seguinte forma: pipetou-se 100 puL de solugio em
cada tubo (amostras, padrdes e branco) conjuntamente com 500 pl. de uma solugio de acido
sulfirico a 10 N. Adicionou-se duas esferas de vidro em cada tubo para melhorar a
distribuicdo de calor durante o aquecimento. Os tubos foram colocados em suporte metalico e
aquecidos em placa térmica pré-aquecida a 200 °C por 30 minutos. Retirou-se os tubos do
aquecimento e apos estes atingirem a temperatura ambiente, adicionou-se 165 pL de H,Os
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 aquecimento foi posicionada no interior de uma

capela pois nesta etapa ha a formacio de diéxido de carbono, que deve ser retirado pelo
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exaustor. Apds o segundo aquecimento, os tubos foram retirados e, ao atingirem a temperatura
ambiente, adicionou-se 4 mL de tampdo Hepes a 10 mM e pH 7.4. Em seguida, 500 uL de
uma solucfo molibdato de amoénio (NHy)eMo7024.4H,0) a 2,5 % (m/v) e 500 pl. de uma
solucdo de acido ascorbico (CgHsOg) a 10 % (m/v) diluidos em tampio foram adicionados.
Os tubos foram aquecidos em agua fervente por 7 minutos, em seguida foram resfriados, apos
o que se determinou a absorbéncia a 830 nm.

A partir dos padres utilizados foi obtida uma curva de calibraciio para a determinacio
da concentragio de fosfolipidios da amostra. Neste caso, determinou-se somente a
concentracdo correspondente ao fosfolipidio DSPC, que representaria 60 % da concentragio
total de fosfolipidios. Para se levar em conta a presenca do Colesterol, dividiu-se os valores
obtidos por 0,6.

Convém ressaltar que a solugfio-mie do fosfolipidio padrio foi previamente sonicada
por 30 minutos para que o lipidio estivesse eficientemente disperso. Toda a vidraria foi
lavada com detergente livre de fosfato para evitar interferéncias nas analises. Os ensaios foram
realizados em duplicata, em tubos Pirex ou Kimex de parede grossa.

Para cada ensajo obteve-se uma curva de calibracdo, com a finalidade de minimizar os

erros relacionados a diferencas na digestdo das amostras.

4.2.8.2 Determinacio da Concentracdo de Composto Terapéutico Encapsulado

Apds a remogio do composto ndo encapsulado analisou-se a concentracio de droga
remanescente nas amostras.

A determinagfo foi feita pela avaliagio da absorbéancia apds o rompimento das vesiculas
com Etanol ou com Metanol (no caso especifico da droga Estreptomicina). Em todos os casos
as solugdes obtidas apos o rompimento das vesiculas eram suficientemente claras para se fazer

determinag¢Oes espectrofotométricas diretas.
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No método com Etanol, foi adicionado um volume de 150 pl dos lipossomas
encapsulando a droga a 1350 pl. de Etanol. Foram determinadas as absorbéancias a 300 nm das
amostras de lipossomas livres, das drogas livre e dos lipossomas encapsulando a droga nos
comprimentos de onda selecionado para cada droga. Para as drogas Isoniazida e Pirazinamida,
260 nm; para a droga Rifampicina, 240 nm; para a droga Etionamida, 300 nm e 280 nm para a
Estreptomicina. Cada determinagio foi feita pelo menos em duplicada.

Como a Estreptomicina apresentava baixa absor¢do de Iuz tanto no espectro ultra-violeta
como no visivel, fez-se sua determinagéo através da reagdo com Ninidrina, ap6s o rompimento
das vesiculas com Metanol, em uma proporgio de 10:1 (v/v) de Metanol/amostra, conforme
descrito no item 4.2.2.1.

Em todos os ensaios, preparou-se curvas de calibracio para a droga livre e para os
lipossomas nfdo encapsulando a droga, para se avaliar o efeito de sua presenga isolada na
absorbincia. Quando necessario, as absorbancias das drogas foram corrigidas para levar em
conta alteracdes resultantes de sua exposicio & temperatura de 65 °C por 10 ou 30 minutos.
Cada determinacio foi feita pelo menos em duplicata.

De posse dos dados de concentragdo de lipidios e de compostos terapéuticos de uma
amostra, avaliou-se a eficiéncia de encapsulamento, determinada como a relagéo percentual

entre a razdo molar droga/lipidio final e a inicial, de acordo com a equacio 3:

(3)

E —100% (moles Droga/moles Lipidio) .,
(moles Droga/moles Lipidio)

inicia)

O namero de moléculas de composto terapéutico encapsulado por vesicula foi estimado
a partir do didmetro médio final das vesiculas e das concentragbes finais de lipidio e de
composto terapéutico encapsulado. A é4rea da secfo transversal de moléculas isoladas de

fosfatidilcolina e, Colesterol foram consideradas como 71 A* e 19 A”, respectivamente
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(ISRAELACHVILI ¢ MITCHEL, 1975). Assim, drea média por molécula de lipidio para
vesiculas compostas por DSPC/Col (60:40 mol%) & de 50,2 A”.

Considerando-se que aproximadamente 60 % das moléculas de lipidio que compdem um
lipossoma unilamelar estdio localizadas na parte externa da bicamada lipidica (POWERS et al.,
1990), calculou-se o nimero de moléculas de lipidio por lipossoma de um determinado
didmetro, o volume correspondente de solugio aquosa capturada e o numero de moléculas de

composto terapéutico encapsuladas por lipossoma.

4.2.8.3 Determinacio do Didmetro Médio das Vesiculas

O tamanho médio das vesiculas foi determinado medindo-se os raios hidrodinamicos por
espectroscopia de espalhamento de luz de comprimento de onda determinado (633 nm) obtida
por incidéncia de raios laser (*quasi elastic light scattering”, QL.S). Por este método sio feitas
medidas das flutuacSes da intensidade do espalhamento de luz com o tempo para a
determinacdo do coeficiente de difuséio da particula em solugfo diluida (FORD, 1985).

Para particulas esféricas em movimento Browniano, o raio hidrodindmico médio, Rh,

pode ser determinado pela relacdo de Stokes-Einstein, segundo a equagdo 4:

Rh = kT @)
6D

onde k ¢ a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, D o coeficiente de difusdo

médio da vesicula e u a viscosidade do solvente.
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4.2.8.4 Avaliacdo da Estabilidade de Estocagem dos Lipossomas

A estabilidade de estocagem das vesiculas preparadas contendo o composto terapéutico
encapsulado € muito importante do ponto de vista farmacoldgico. Esta estabilidade pode ser
afetada por fatores fisicos ou quimicos. A instabilidade fisica é associada a liberagio
indesejada da droga e a instabilidade quimica a degradagio da droga ou dos lipidios.

Lipossomas estocados a 5 °C na forma de suspensdo aquosa tiveram suas estabilidades
avaliadas semanalmente durante trés semanas pela capacidade de retengio da droga
encapsulada e pela formagdo de agregados (indicando alteragdes estruturais). A cada semana
foi removido o material livre de uma amostra dos lipossomas estocados e determinou-se a
razdo molar droga/lipidio, pela determinaces das respectivas concentragdes de compostos
terapéuticos e lipidios. O didmetro médio das vesiculas obtidas foi também monitorado neste

periodo.

4.2.8.5 Avaliacdo da Estabilidade das Vesiculas em Solucées do Tensoativo Nio-Ionico

Ci:Es

A avaliacdo da estabilidade das vesiculas lipidicas em solugdes de C2Es foi realizada
apos trés semanas de estocagem, através da adigio da vesiculas a solugBes tampio com
diferentes concentragdes do tensoativo, em placas de microtitulacio do tipo Elisa, de
poliestireno com 96 pogos de fundo redondo da Corning Incorporation, de acordo com o
método descrito por STEFFEN, 1993.

Este método fundamenta-se no fato de que as solugGes mudam de transparentes a turvas
4 medida em que as vesiculas interagem com o tensoativo e entre si, 0 que resulta na variagio
das formas e tamanhos originais, decorrentes do crescimento, fusdo e desestruturagiio das

vesiculas lipidicas em micelas.
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O estado de dispersfo das vesiculas foi monitorado pela variagio da absorbéancia das
amostras resultantes duas horas apds a agdo do tensoativo, no comprimento de onda de 340 nm
em uma leitora de placas modelo EIX 808 da Bio-Tek Instruments, Inc.

As solugdes estoque do tensoativo ndo-iénico foram preparadas em concentragdes entre
3 a 100 mol %. A porcentagem de tensoativo nas solucdes foi definida com base nos niimeros

de moles de tensoativo e de lipidios presentes na amostra, de acordo com a equacéo 5:
% C2Es= 100* moles Cj3Es/ (moles C);Es + moles lipidios) (5)

O volume total de amostra foi mantido em 200 pl, constando de 120 pl. de solugfo de
tensoativo as concentragtes entre 3 a 100 mol % e de 80 ul de suspensfio de lipossomas a
concentracio de 2,5 mM em lipidios. Cada teste foi realizado em triplicata e, como referéncia,
utilizou-se solucdes contendo apenas tensoativo e solugdo tampfo. As absorbdncias das
amostras de referéncias foram subtraidas da média das absorbédncias globais das amostras

contendo as vesiculas.
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CAPITULOV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serfio apresentados os resultados referentes a caracterizagdo preliminar das
drogas e a preparacéo e caracterizagio de lipossomas encapsulando Isoniazida, Pirazinamida,

Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina por incorporagio passiva e ativa.

5.1 Caracterizagcdo Preliminar das Drogas

5.1.1 Comportamento dos Compostos Terapéuticos quanto a Solubilidade

Para a realizacdo dos ensaios de coeficientes de partico das drogas em solventes
organicos/solucdes aquosa, a obtengdo de solucdes verdadeiras dos compostos terapéuticos foi
requerida. Os resultados da avaliagfio da solubilidade das drogas Isoniazida, Pirazinamida,
Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina a 1 mM em todos nos solventes aguosos ¢
organicos agua deionizada, solugdes contendo 10 mM de Hepes em pH 7,4, solugdes contendo
10 mM de Hepes e 120 mM de NaCl a pH 7,4 e a pH 13, solu¢des contendo 300 mM de Acido
Citrico em pH 4,0, 1- Octanol e n-Dodecano podem ser avaliados nas Tabelas 4 ¢ 5.

A Isoniazida e a Pirazinamida apresentaram-se soltiveis apenas nos solventes aquosos,
concordando com os dados encontrados na literatura (MERCK INDEX, 1996).

A Rifampicina e a Etionamida apresentaram comportamentos semelhantes, sendo que a
maior solubilidade foi observada em 1-Octanol, o solvente orginico com maior caréter
hidrofilico. A Rifampicina foi também soluvel a pH 13, possivelmente devido 4 sua

distribuicdo de cargas, pois neste pH as moléculas de droga devem ter carga
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predominantemente negativa. Este composto € zwitteriGnico, apresentando um pKa de 1,7

para o grupo 4-hidroxila e um pKa de 7,9 para o nitrogénio do grupo 3-piperazina, o que
certamente contribui para o aumento de sua solubilidade (MERCK INDEX, 1996).

Tabela 4 - Solubilizacdo das drogas de primeiro tratamento da Tuberculose analisadas no

trabalho (concentracfo de droga igual 2 ImM) nos diversos solventes empregados.

Solvente Isoniazida | Pirazinamida | Rifampicina
Agua deionizada + + .
Acido Citrico a 300 mM, pH 4,0 + + -
Hepesa l0mMepH 7.4 + + -
Hepes a 10 mM, NaCl a 120 Mm, pH 7.4 + + -
Hepesa 10 mM, NaCl a 120 mM, pH 13,0 + + +
1-Octanol - - T
n-Dodecano - - R
+ 1 solavel - : insoltivel

Tabela 5 - Solubilizacio das drogas de segundo tratamento da Tuberculose analisadas no

trabalho (concentracio de droga igual a 1mM) nos diversos solventes empregados.

Selvente Etionamida Estreptomicina
Agua deionizada - +
Acido Citrico a 300 Mm, pH 4,0 - +
Hepes a 10 mM e pH 7.4 - +
Hepes a 10 mM, NaCl a 120 mM, pH 7,4 - +
Hepes a 10 mM, NaCla 120 mM, pH 13,0 - +
1-Octanol + +
n-Dodecano - -

+ : solavel - : insoltvel
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A Estreptomicina, também em concordincia com a literatura (MERCK INDEX, 1996),
mostrou-se bastante soltvel em 4gua, o mesmo podendo ser aplicado aos outros
solventes aquosos € ao 1-Octanol. No entanto, no solvente orgdnico com maior cardter
hidrofébico, o n-Dodecano, esta droga néo se solubilizou, o que se deve, provavelmente, ao
fato de que este solvente ndo possibilita a formagao de pontes de hidrogénio, como é o caso do

1-Octanol.

5.1.2 Comportamento dos Compostos Terapéuticos quanto a Particdo nos Sistemas Testados

Uma das aplicagdes mais relevantes dos coeficientes de parti¢io relaciona-se i absorcio
de compostos terap€uticos in vivo. Neste caso, a particdio de um composto entre uma fase
aquosa e uma fase orginica pode ser empregada como um sistema modelo para o estudo da
migracdo de uma droga através de membranas bioldgicas. E, como os lipossomas sdo
comumente utilizados como modelos de membranas bioldgicas, por serem constituidos
basicamente de fosfolipidios, a medida do coeficiente de parti¢io em sistemas contendo uma
fase aquosa e uma fase orgédnica pode ser relacionada a absorgio da droga por uma célula. A
medida destes coeficientes é também util no esclarecimento de aspectos especificos sobre o
encapsulamento e a retengéo de compostos terapéuticos em lipossomas destinados & liberagfo
controlada de medicamentos.

As solugdes aquosas usadas: 4gua deionizada, solugio de Acido Citrico a 300 mM a pH
4,0, solucdes contendo 10 mM Hepes a pH 7,4, solugdes contendo 10 mM Hepes e 120
mM NaCl a pH 7.4 e a pH 13,0 representam os ambientes interno e externo aos lipossomas.
Na incorporagio passiva, solugdes aquosas a pH 7,4 contendo apenas 10 mM Hepes a pH 7.4
ou contendo 10 mM Hepes ¢ 120 mM NaCl poderiam ser utilizadas simultaneamente para
suspender o composto terapéutico e hidratar as vesiculas. Na incorporagéo ativa, o interior da

vesicula poderia estar preenchido por uma solugdo aquosa de Acido Citrico a 300 mM a pH
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4,0, enquanto a regifio aquosa externa poderia conter 10 mM Hepes a pH 7,4 ou ainda 10 mM
Hepes e 120 mM NaCl, também a pH 7,4. A solucéio a pH 13 simularia uma situacdo onde o
pH externo as vesiculas apresentasse elevada basicidade.

As Figuras 6 a 10 ilustram os resultados obtidos na medida dos coeficientes de partigio
das drogas analisadas nos sistemas contendo solugdes aquosas ¢ 1-Octanol ou n-Dodecano. Os
coeficientes de particio aparentes (P) foram calculados como a razio entre as concentragdes
do composto terapéutico na fase hidrofébica e na fase aquosa ao final do experimento, nio se
levando em conta a droga possivelmente acumulada nas interfaces do sistema.

Baixos valores deste coeficiente (menores que um) indicam actimulo da droga na fase
aquosa, enquanto valores maiores que um implicam em maior acumulo nos solventes
organicos.

Diferencas significativas entre os valores dos coeficientes de particio em sistemas
contendo distintos solventes aquosos indicariam maior probabilidade de incorporagio da droga
nos lipossomas atraveés do uso de gradientes de pH. O encapsulamento ativo seria favorecido
se a droga apresentasse um coeficiente de particio reduzido em 4dgua deionizada e elevado nas
solugBes aquosas de Acido Citrico com pH 4 e com pH em torno de 7,4 de acordo com o
comportamento observado na incorporagiio do composto o-carboranilpropilamina em
lipossomas (MORAES, 1996).

Além disto, o solvente aquoso onde se observar menor coeficiente de particdo seria o
indicado para solubilizar a droga quando de seu encapsulamento passivo, pois permitiria maior
retengdo da droga encapsulada no cerne aquoso da vesicula.

Para a Isoniazida, a natureza da solugfo aquosa nio apresentou um efeito significativo
no coeficiente de particdo aparente do composto, com um pequeno efeito sé no caso da
variagdo na natureza do solvente organico utilizado (Figura 6).

Dos resultados obtidos, pode-se concluir que para o caso do sistema 1-Octanol/solugdes
aquosas, praticamente toda a Isoniazida acumulou-se na fase aquosa, resultando em valores
muito baixos de coeficientes de particio aparentes. Para o sistema n-Dodecano/solugdes

aquosas, os resultados mostram que toda a droga se acumula na fase aquosa, resultando em
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valores nulos de coeficientes de particio aparente para praticamente todas as solu¢des aquosas.
O coeficiente de partigio reduzide desta droga na fase orglnica indica que
provavelmente haverd um baixo acimulo de Isoniazida nos lipossomas pelo uso da técnica de
incorporagdio ativa. No entanto, a incorporacfio passiva poderia apresentar bons resultados
quanto a retengdo do composto nos lipossomas durante a estocagem, devido aos baixos
~coeficientes de particdo na fase orginica e & elevada solubilidade da droga nas solugdes

aquosas.
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Figura 6 - Coeficientes de particdo de Isoniazida nos sistemas contendo solugdes aquosas

e 1-Octanol ou n-Dodecano.

Para a Pirazinamida (Figura 7), nos diferentes sistemas n-Dodecano/solucdes aquosas, o
acumulo ocorre quase que exclusivamente nas fases aquosas, confirmando o carater

predominantemente hidrofilico relatado na literatura (MERCK INDEX,1996).
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Este comportamento acarretou valores reduzidos de coeficientes de parti¢io, embora em
geral mais elevados que os obtidos para a Isoniazida.

Os coeficientes de particio da Pirazinamida nos diferentes sistemas 1-Octanol/solugdes
aquosas ndo foram significativamente influenciados pela natureza das solucdes aquosas,
resultando em valores relativamente pequenos de coeficiente de parti¢do aparentes da droga.
Estes valores, no entanto, sdo significativamente maiores que os observados para os sistemas
contendo n-Dodecano, provavelmente devido ao carater mais polar do 1-Octanol.

Para esta droga, o encapsulamento passivo no cerne aquoso da vesicula possivelmente
seria 0 mais indicado, tanto por sua elevada solubilidade quanto por seu acimulo
preferencial na fase aquosa, 0 que permitiria a estocagem das vesiculas por longo periodo em

boas condi¢Oes de retencdo do composto terapéutico.
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Figura 7 - Coeficientes de parti¢do de Pirazinamida nos sistemas contendo solugfes aquosas

e 1-Octanol ou n-Dodecano.
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De acordo com a Figura 8, para a Rifampicina em sistemas 1-Octanol/solugdes aquosas, |
a natureza das solugbes aquosas apresentou efeitos significativos nos coeficientes de partigio
aparentes do composto. Os resultados indicam maior acimulo na fase orginica em
comparacgio as fases aquosas utilizadas, o que era esperado, uma vez que a droga apresenta
concentragio inferior a 1 mM em todos os solventes aquosos empregados, exceto na solugio a
pH 13,0.

Para o sistema n-Dodecano/solugdes aquosas, somente foi possivel a andlise do sistema
formado com a solugdo Hepes/NaCl a pH 13, devido as caracteristicas de nio solubilidade da
Rifampicina nas outras solugdes aquosas. Neste sistema foi obtido um coeficiente de particdo

nulo, o que permite concluir que, neste caso, toda a droga acumulou-se na fase aquosa.
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Figura 8 - Coeficientes de parti¢do de Rifampicina nos sistemas contendo solugdes aquosas

e 1-Octanol ou n-Dodecano.
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Uma vez que o encapsulamento de solugbes desta droga a pH 13 n#o seria indicado por
comprometer a estabilidade quimica das vesiculas lipidicas (hidrolise basica), o procedimento
mais indicado para a incorporag¢do da Rifampicina em lipossomas seria o encapsulamento
passivo na bicamada lipidica. A incorporagio seria realizada durante a etapa de solubilizacdo
dos lipidios formadores das vesiculas em solventes orgénicos como Clorofdrmio e Metanol,
onde esta droga apresenta-se soltvel.

Para a Etionamida em sistemas 1-Octanol/solucdes aquosas, pode-se observar que a natureza
das solugBes aquosas apresentou efeitos significativos nos coeficientes de particiio aparentes

do composto (Figura 9). Observa-se grande tendéncia de actmulo da droga na fase orgénica.
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Figura 9 - Coeficientes de parti¢do de Etionamida nos sistemas contendo solucdes aquosas

e 1-Octanol.

Os resultados obtidos para a Etionamida no sistema 1-Octanol/Hepes-NaCl a pH 13,0

indicam um menor coeficiente de particdo quando comparado com 0s outros sistemas aquosos.
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Nesta situacfio, provavelmente o carater basico do meio foi suficiente para garantir
maior solubilizacdo da droga na fase agquosa. No sistema 1-Octanol/Acido Citrico a pH 4.0, 0
baixo coeficiente de particiio deve-se possivelmente ao fato de que o meio protico confere a
molécula de droga carater polar suficiente para sua solubilizagdo no solvente aquoso.

Desta forma, a Etionamida poderia ser possivelmente encapsulada em lipossomas
durante a homogeneizagio dos lipidios, sendo incorporada preferencialmente na membrana
lipidica. Para o sistema n-Dodecano/solugdes aquosas, nfo foi possivel a anélise devido as
caracteristicas de ndo solubilidade da droga tanto no n-Dodecano, como nas solugdes aquosas.

Para a Estreptomicina (Figura 10), a natureza dos solventes utilizados ndo mostrou
efeitos significativos em seus coeficientes de partigio. Em praticamente todas as situagdes, a
droga apresentou maior actmulo nas fases aquosas. Em 4gua deionizada, notou-se menor
actmulo da droga que nas outras solu¢@es aquosas, possivelmente devido ao fato de que a
droga apenas se acumularia na fase orginica quando ndo associada aos jons contidos nas fases
aquosas diferentes da dgua deionizada. As andlises para os sistemas contendo Acido Citrico
nio foram efetuadas por néo se dispor de metodologia adequada para a determinacio da droga
nesta solugéo.

Assim, por sua tendéncia pronunciada de actmulo na fase aquosa, a Estreptomicina
provavelmente seria melhor incorporada e retida em lipossomas pelo encapsulamento passivo,
durante a hidratagdo do filme lipidico, devido aos valores de coeficientes de particdo aparente
nulos e a elevada solubilidade da droga nas solucdes aquosas. Entretanto, este procedimento
poderia levar a baixas eficiéncias de encapsulamento devido a elevada massa molecular da
droga.

De posse dos dados de coeficientes de parti¢do e de sua andlise, pode-se propor os tipos
mais provaveis de interagdes que serdo observados quando do encapsulamento destes
compostos terapéuticos em lipossomas, de acordo com a classificagio sugerida por
BARENHOLZ ¢ CROMMELIN (1994). Segundo estes autores, 0s compostos terapéuticos
podem ser classificados em trés categorias, de acordo com seu tipo de interagdo com a bicamada

lipidica.
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Figura 10 - Coeficientes de particdo de Estreptomicina nos sistemas contendo solugdes

aquosas e 1-Octanol ou n-Dodecano.

O primeiro grupo compreende compostos hidrofilicos soluveis em agua com coeficientes
de parti¢io Oleo/ Agua e Octanol/Agua praticamente nulos. Neste trabalho, como 6leo, utilizou-se
o n-Dodecano. Os coeficientes de particdo Oleo/Agua, neste caso, relacionam-se as interagdes
que poderiam ocorrer entre o composto terapéutico e as porgOes das cadeias lipidicas
hidrofobicas localizadas na regifio central da bicamada lipidica. Os compostos pertencentes a
esta classe ndo interagem com a bicamada, e a eficiéncia de seu encapsulamento esta diretamente
relacionada ao volume de solugdo aquosa capaz de ser retido no cemne da vesicula. Neste grapo
pode-se incluir as drogas Isoniazida, Pirazinamida e Estreptomicina.

O segundo grupo estd relacionado a compostos com baixos coeficientes de particdo
Oleo/Agua. Entretanto, seus coeficientes de partigdo Octanol/Agua podem variar

consideravelmente.
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Neste caso, os coeficientes de particdo bicamada lipidica/meio aquoso nfo estdo
diretamente relacionados aos coeficientes de partigio Oleo/Agua e Octanol/Agua devido ao
espago limitado disponivel no interior da bicamada e 4 maior restricio de movimentagio dos
componentes da bicamada em comparagfio com sistemas contendo apenas Oleo ou Octanol. Os
coeficientes de particio dos compostos pertencentes a este grupo dependem do pH e da forga
idnica do meio onde se encontram. Os agentes terapéuticos Rifampicina e Etionamida
apresentam caracteristicas pertencentes a esta categoria, apresentando reduzida ou nenhuma
solubilidade em n-Dodecano.

Finalmente, o terceiro grupo inclui compostos com elevados coeficientes de partigio
Oleo/Agua e Octanol/Agua. Alguns destes compostos podem ser solubilizados pelos
componentes da bicamada lipidica, entretanto, a afinidade de alguns dos elementos deste
grupo por bicamadas lipidicas pode ser limitada por restricdes estéricas. Dos compostos
terapéuticos testados, nenhum se inclui nesta categoria.

Ao comparar os dados das literaturas (FLOREY, 1976, 1977, 1978; MERCK INDEX,
1996) apresentados no item 3.2 com os obtidos neste trabalho, pode-se notar que para a
droga Isoniazida, os dados da literatura indicam um comportamento hidrofilico predominante,
o que foi confirmado nos testes com coeficientes de parti¢do. Da mesma forma, os testes com
a droga Estreptomicina mostraram também seu carater predominantemente hidrofilico, como
indica a literatura.

Para a droga Pirazinamida, o carater misto hidrofilico e hidrofébico relatado na literatura
diferiu dos dados de coeficiente de partigdo obtidos experimentalmente, observando-se que
esta droga apresentou caracteristicas predominantemente hidrofilicas.

Para a droga Rifampicina, a literatura indica um carater misto hidrofébico e hidrofilico
que foi demostrado também com os testes de coeficientes de particdo, embora nas condigdes
testadas esta droga tenha se mostrado predominantemente hidrofébica.

A droga Etionamida, que ¢ apresentada na literatura como predominantemente

hidrofébica, mostrou-se com wm comportamento misto hidrofilico e hidrofébico.
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Assim, com base nos resultados obtidos, supde-se que as técnicas que mais se adequardo
para o encapsulamento das drogas estudadas em lipossomas irSo diferir de composto para
composto, conforme mencionado na Tabela 6.

Quando comparadas as possiveis técnicas de encapsulamento dos compostos
terapéuticos com base nos resultados obtidos dos coeficientes de partigio com as possiveis
técnicas de encapsulamento advindas da revis@o da literatura, pode-se notar que nos casos dos
ompostos terapéuticos Isoniazida e Estreptomicina confirmou-se que a técnica de
incorporagdo passiva das drogas nas vesiculas durante a hidratacio do filme lipidico seco
poderia apresentar os melhores resultados quanto ao encapsulamento e a retencdo dos

compostos nos lipossomas.

Tabela 6 - Possiveis técnicas de encapsulamento das drogas Isomiazida, Pirazinamida,

Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina, com base nos resultados obtidos dos coeficientes

de parti¢éio das drogas.
Droga Possivel técnica de encapsulamento em lipossomas
Isoniazida Incorporacéo passiva durante a hidratagdo do filme lipidico.
Pirazinamida Incorporagdo passiva durante a hidratagdo do filme lipidico.
Rifampicina Incorporagdo passiva combinada no cerne aquoso e na bicamada

lipidica simultaneamente ou incorporagdo passiva apenas durante a
hidratacdo do filme lipidico.

Etionamida Incorporag@io passiva combinada no cerne aquoso e na bicamada
lipidica simultaneamente ou incorporagiio passiva apenas durante a
hidratagio do filme lipidico.

Estreptomicina Incorporagéo passiva durante a hidratacio do filme lipidico.

Para o composto terapéutico Pirazinamida foi reportada uma incorporagio passiva
combinada no cemne aquoso e na bicamada lipidica dos lipossomas ou incorporagdo passiva

apenas durante a hidratagdo do filme lipidico seco, o qual diferiu da possivel técnica de

sy



Capitulo V — Resultados e Discussio 71

encapsulamento passivo durante a hidratagfo do filme lipidico por apresentar esta droga um
caréater predominantemente hidrofilico.

No caso da droga Rifampicina, confirmou-se que as possiveis técnicas de
encapsulamento nas vesiculas lipidicas seriam a incorporagfo passiva combinada no cerne
aquoso e na bicamada lipidica ou a incorporagfo passiva apenas durante a hidratacfio do filme
lipidico, com base nos resultados obtidos dos coeficientes de particdo do composto
terapéutico.

Para o composto terapéutico Etionamida, seria possivel utilizar o encapsulamento
passivo durante a etapa de hidratagio do filme lipidico. Conforme os coeficientes de parti¢do
da droga, esta poderia também ser incorporada no cerme aquoso e na bicamada lipidica dos
lipossomas.

No entanto, o encapsulamento passivo durante a hidratagdo do filme lipidico com
solugdes aquosas de Rifampicina e Etionamida poderia resultar em baixas concentragdes finais
dos compostos terapéuticos nas amostras, devido a reduzida solubilidade das mesmas em
solugBes aquosas.

Para maior aproximac#o as condi¢Ges fisiologicas, as solucdes tampédo contendo Hepes
seriam as mais adequadas, principalmente devido ao pH de 74. E, como em praticamente
todas as situagOes, exceto para a droga Etionamida, observou-se menor parti¢io das drogas em
solugdes contendo 10 mM Hepes a pH 7,4 que nas compostas por 20 mM Hepes ¢ 120 mM
NaCl a pH 7.4, a primeira solu¢do seria de uso mais adequado para a solubiliza¢do das drogas
para o encapsulamento passivo. Ressalta-se que esta escolha seria também interessante do
ponto de vista econémico.

Os itens que seguem enfocam o encapsulamento das drogas estudadas segundo as

técnicas inferidas neste item.
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3.2 Preparacio e Caracterizacdo de Lipossomas Encapsulando Isoniazida por Incorporacio

Passiva
5.2.1 Consideracdes Gerais

A partir dos resultados obtidos para a particio de Isoniazida nos sistemas testados,
iniciou-se a preparagdo dos lipossomas incorporando esta droga por encapsulamento passivo
durante a hidratagio do filme lipidico com solu¢des da droga em tampo Hepes 10 mM a pH
7.4

A extrusfo de lipossomas através de membranas de policarbonato com didmetro de poro
de 100 nm no equipamento utilizado geralmente envolve pressdes de nitrogénio de cerca de 10
kgf/em® (RIBAS, 1997). Neste trabalho, como o didmetro de poro nominal das membranas foi
de 400 nm, pressdes de 2 a 5 10 kgf/em® foram suficientes para realizar a extrusdo.

As vesiculas unilamelares foram feitas inicialmente utilizando-se uma temperatura na
etapa de extrusdo de 37 °C, para minimizar possiveis efeitos de degradacio térmica das
substincias presentes. Nesta condigdo, a passagem da amostra pelas membranas de
policarbonato foi muito dificil, pois a temperatura de extrusfo estava abaixo da Tc do DSPC.
Também devido as altas concentragdes de lipidios, a amostra nfo se apresentou
suficientemente fluida. Assim, a temperatura foi novamente elevada até 65 °C, na qual o

processo de extrusdo seguiu normaimente.

5.2.2 Avaliacdo da Eficiéncia de Remocdo da Isoniazida ndo Encapsulada

Duas metodologias foram testadas para a remo¢fo do composto terapéutico Isoniazida

que ndo foi encapsulado nas vesiculas, a cromatografia de permeacgio em gel e a dilise.
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Para a cromatografia de permeac@o em gel, utilizou-se uma coluna de dessalinizagdo do
tipo PD-10, teoricamente adequada para o sistema em estudo.

A partir dos dados obtidos por medida de absorbincia direta (a 300 nm para os
lipossomas e a 260 nm para a droga), concentragdo e volume de cada uma das fragdes
coletadas, para cada ensaio isolado, foi possivel obter os perfis de eluigdo da coluna,
conforme ilustrado na Figura 11. Entretanto, os resultados mostram que ocorre uma
superposicido da elui¢do do composto terapéutico Isoniazida sobre a elui¢io dos lipossomas.

Esta superposigfo indica que a coluna testada nfio é adequada para efetuar a separacio
do composto terapéutico ndo encapsulado dos lipossomas. E interessante observar que a

coluna nio apresentou o desempenho esperado segundo o manual do fabricante.
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Figura 11- Perfil de eluigfo cromatogréfico das solugdes de lipossomas a 2 mM (0,75 mL) e
de Isoniazida a 2,42 mM (0,75 mlL.) em tampZo Hepes 10 mM e pH 7,4.
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Testou-se, entdio, a técnica de dialise para a remocdo da droga ndo encapsulada nos
lipossomas, uma técnica bastante simples e que requer pouco ou nenhum equipamento,
sendo adequada para o uso em escala de laboratério. Como desvantagens, esta técnica envolve
a necessidade de vérias trocas do tampéo e o uso de grandes volumes deste, além da relativa
falta de rapidez inerente ao processo.

Foi realizada a didlise de uma amostra de solugdo de Isoniazida a concentragio de 100
mM, com o objetivo de se avaliar a eficiéncia desta técnica para a remoc¢io de droga livre.
Neste teste, dialisou-se 2,5 mL de amostra de droga a 100 mM em tamp&o Hepes a 10 mM e
pH 7,4 contra 400 mL do mesmo tamp&o em quatro etapas, durante um periodo total de 40
horas. Na solugfo final de droga foi quantificada a concentracfio apds a didlise por leitura
direta da absorbancia a 260 nm.

Observou-se que apenas 0,02 % da droga inicialmente adicionada se encontrava presente
na amostra ao final da didlise, mostrando que esta técnica seria adequada para a remogéo da

droga nao encapsulada.

5.2.3 Determinacdo da Concentracdo de Isoniazida Encapsulada

A metodologia desenvolvida envolveu a determinagdo espectrofotométrica da
concentracdo de Isoniazida apds o rompimento das vesiculas com etanol. Este rompimento
faz-se necessario devido a grande interferéncia das vesiculas na absorbancia da amostra
resultante do espalhamento de luz pelos lipossomas. Além disto, a intensidade da luz que
alcanga uma molécula de droga encapsulada difere da que alcanga uma molécula de droga
livre, pela blindagem feita pelos lipossomas intactos. Outro fator relevante relaciona-se a
maior homogeneidade dos sistemas contendo lipossomas apos sua dissolugio com detergentes

ou solvente orgénicos.
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Nos ensaios feitos pela dissolugfio das vesiculas com etanol, somente uma hora apds a
adi¢do do solvente observou-se uma estabiliza¢fio na leitura das absorbancias. A curva de
calibragio obtida para a droga apds a dissolugio com etanol, segundo procedimento descrito
anteriormente, apresentou um bom ajuste linear entre as concentra¢des e as absorbancias das
solugbes, para a faixa de concentragfio de 0 a ! mM de concentragio de Isoniazida.

Foi avaliado também o efeito da presenca dos lipidios na medida da absorbéncia, apos o
rompimento das vesiculas com etanol, para concentra¢des de lipidios de 0,5 a 3 mM. Apenas
para a maior concentragio testada obteve-se um valor de absorbéncia maior que zero,
igual a 0,01. Decidiu-se, entio, desprezar o efeito da contribuigdo dos lipossomas na andlise da
droga encapsulada, utilizando-se durante as analises, concentragdes lipidicas inferiores a este
valor.

E interessante notar que embora este método de quantificagiio seja bastante difundido
(OSTRO,1987a; LASIC, 1992; NEW,1990), estudos acerca da conveniéncia de sua utilizacdo

para amostras com elevadas concentragdes lipidicas nio sdo comuns.

5.2.4 Efeito da Variacdo da Razido Molar Inicial Isoniazida/Lipidio nos Lipossomas

Avaliou-se a influéncia de wvariagSes na razdo molar inicial droga/lipidio nas
caracteristicas finais das vesiculas, tais como: razéio molar final droga/lipidio, didmetro médio
dos lipossomas e estabilidade de estocagem das vesiculas a 5 °C.

Foram preparados lipossomas encapsulando a droga Isoniazida a uma concentraco final
de lipidios de 7.5 mM, na presenca do composto terapéutico nas concentragdes de 50 mM, 100
mM, 300 mM, 400 mM e 500 mM solubilizado em tampdo Hepes 10 mM e pH 7.4 (para

razdes molares iniciais de 6,7; 13,3; 40,0; 53,3 e 66,7, respectivamente).
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O encapsulamento passivo a diferentes concentracbes de droga resultou nos dados
mostrados na Tabela 7. Nota-se que o encapsulamento de Isoniazida € sensivel a variacdo da
concentracdo inicial de droga. O aumento nas razdes molares droga/lipidio implica em
varia¢des nas razdes molares finais. Para razSes molares iniciais droga/lipidio de 6,7 a 13,3,
apds a remocdo do composto terapéutico nido encapsulado, a incorporagdo da droga resulta em
razBes molares finais droga/lipidio de 0,006 a 0,333 (equivalente a eficiéncias de
encapsulamento de 0,09 % a 2,50 %) para vesiculas com didmetro médio de 313,5 nm e 286,0
nm, respectivamente. Embora o didmetro médio final da vesicula de 313,5 nm seja maior que
o obtido para as oufras vesiculas, a razdo molar final droga/lipidio foi menor, o que conduziu a

um baixo numero de moléculas de droga encapsuladas nos lipossomas.

Tabela 7 - Incorporagio passiva de Isoniazida em lipossomas para as distintas concentracfes

iniciais da droga estudadas.

Caracterizacio do sistema Razio Molar Inicial Droga/Lipidio
6,7 13,3 40,0 53,3 66,7
Raz#do Molar Final Droga/Lipidio 0,006 0,333 0,011 0,013 0,25
Diametro Médio da Vesicula (nm) 3135 286.0 3010 291,6 291,0
Eficiéncia de Encapsulamento (%) 0,09 2,50 0,03 0,02 0,37
Moléculas de Droga/Vesicula 6.149 284.046 | 10.393 11.527 | 220.769
Concentragio Interna de Droga (mM) 1,2 70,8 2,2 2,7 52,2

A concentragiio de droga associada decresce para uma razdo molar inicial de 40. Acima
deste valor, as razdes molares finais droga/lipidio aumentam novamente, alcangando um
maximo na razdo molar final de 0,25 (equivalente a uma eficiéncia de encapsulamento de
0,37 %). Embora para esta amostra o namero de moléculas de droga por vesicula estimado
seja de 220.769, portanto apenas 1,3 vezes menor que o maior nimero de moléculas de droga
obtido por vesicula, a eficiéncia de encapsulamento é quase sete vezes menor que a obtida

para a concentracdo inicial de composto terapéutico de 100 mM.
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O desempenho do sistema €, entfo, mais adequado para uma concentragio inicial de
composto terapéutico de 100 mM. Na tentativa de elucidar os mecanismos presentes no
sisterna outros estudos devem ser realizados.

Deve-se observar que os valores de eficiéncia de encapsulamento obtidos para este tipo
de incorporacdo, e o tipo de vesiculas obtidas, estdo dentro da faixa prevista pela literatura
(NEW, 1990).

E interessante notar também que, embora o didmetro nominal de poro das membranas de
policarbonato usadas na extrusio seja de 400 nm, os lipossomas preparados por esta técnica
apresentaram didmetros médios de cerca de 300 nm. Esta discrepancia pode ser devida a
desestruturacio parcial e re-estruturacio das vesiculas normalmente observadas durante a

extrusdo a alta temperatura.

5.2.5 Estabilidade dos Lipossomas Encapsulando Isoniazida por Incorporagic Passiva

Estocados a 5 °C

Foi avaliada a estabilidade de estocagem por trés semanas a 5 °C das vesiculas
encapsulando a droga Isoniazida. Os resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 12 e 13.

Este periodo foi definido pelo fato de que as maiores modificacdes estruturais
geralmente ocorrem nas primeiras semanas apos o preparo das vesiculas, quando ndo nas
primeiras horas se o sistema for muito instavel. Apds este periodo, normalmente as taxas em
que as alteragbes ocorrem sdo significativamente menores. Assim, o monitoramento da
estabilidade dos lipossomas por cerca de trés semanas possivelmente cobriria o perfodo mais

critico, onde as altera¢des seriam mais pronunciadas.
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Figura 12 - VariagGes nos didmetros hidrodindmicos com o tempo de estocagem de trés
semanas a 5 °C em geladeira, dos lipossomas contendo o composto terapéutico Isoniazida

preparados a diferentes razdes molares iniciais droga/lipidio.

Pode-se observar que os lipossomas praticamente nfo sofreram alteragdes em seus
didmetros médios. Apos trés semanas de estocagem, os lipossomas preparados a uma razéo
molar inicial de 66,7 apresentaram uma reducio em seu tamanho, possivelmente devido ao
fato de que a concentragdio de droga usada foi bastante elevada, o que pode ter causado uma
desestabilizac@o parcial na estrutura das vesiculas.

As razbes molares finais droga/lipidio apresentaram comportamentos diferentes para
distintas razdes molares iniciais droga/lipidio. Nos casos das razdes molares iniciais de 6,7 a
40,0 praticamente toda a droga encapsulada permaneceu durante o tempo de estocagem em

niveis proximos aos obtidos imediatamente ap6s o encapsulamento da droga nos lipossomas.
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A estocagem dos lipossomas preparados a raz3o molar inicial droga/lipidio de 66,7
resultou no fato de que praticamente 90 % da droga encapsulada foi liberada dos lipossomas
na primeira semana de estocagem, sendo que a partir da segunda semana ocorreu uma
estabilizagfo das vesiculas, mantida até a terceira semana. Tais resultados indicam de fato uma
maior estabilidade estrutural para sistemas preparados em menores razdes molares iniciais

composto terapéutico/lipidio.
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Figura 13 - Variacdes nas razdes molares finais droga/lipidio com o tempo de estocagem de
trés semanas a 5 °C em geladeira, dos lipossomas contendo o composto terapéutico Isoniazida

preparados a diferentes razbes molares iniciais droga/lipidio.
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5.2.6 Estabilidade dos Lipossomas Encapsulando Isoniazida por Incorporacdo Passiva em

Solucgdes do Tensoativo Nido-Ionico C1:E

A avaliacgdo da estabilidade das vesiculas encapsulando os compostos terapéuticos em
solucbes de tensoativo n#o-idnico pode fornecer indicios do possivel comportamento dos
lipossomas quando em presenga de fluidos biolégicos, como o sangue. As membranas
lipidicas das vesiculas podem ser afetadas profundamente pela presenca de agentes com
atividade superficial, mesmo a baixas concentragdes, o que reflete na varia¢do da turbidez das
solucdes.

Desta forma, apos trés semanas de estocagem do sistema preparado na razdo molar
inicial droga/lipidio de 13,3 o qual mostrou as melhores caracteristicas do ponto de vista de
eficiéncia de encapsulamento e de estabilidade de estocagem, foi feito o estudo da estabilidade
frente a adigdo de diferentes concentragdes do tensoativo ndo-ibnico Ci;Es medindo-se a
absorbéncia a 340 nm apds duas horas de contato. A absorbincia normalizada em equilibrio,

definida segundo a equac#o 6, foi utilizada como resposta:

Absorbéncia Normalizada = (A-Ao)/Ao (6)

onde A é o valor da absorbincia a diferentes concentragdes de tensoativo e Ao € o valor da
absorbancia na concentracgio de tensoativo igual a zero.

O percentual de tensoativo nfo-idnico, definido como o nuimero de moles de CizEs5
dividido pelo total da soma do nimero de moles de tensoativo e de lipidios foi plotado contra
a absorbancia normalizada, conforme mostrado na Figura 14.

Ressalta-se que previamente a realizacdo do ensaio de estabilidade, a droga livre foi

devidamente removida da amostra de lipossomas.
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Pode-se observar que as variagbes de absorbancia normalizada da amostra foram
relativamente reduzidas, tanto para as vesiculas vazias quanto para os lipossomas contendo a
droga encapsulada. Os perfis de variagdio sdo semelhantes, notando-se que, inicialmente, a
baixas concentragdes de tensoativo, ocorrem quedas nas absorbincias, possivelmente devidas
a troca de lipidios e de moléculas de drogas que ocorrem entre as vesiculas e micelas mistas
formadas simultaneamente por moléculas de lipidios e de C2Es.

Observa-se também que a curva das vesiculas lipidicas contendo a droga encapsulada é
deslocada para a regifio acima da curva dos lipossomas vazios por praticamente o mesmo valor
ao longo de toda a faixa de concentragfo do C»Es. Este deslocamento corresponde a cerca de
0,070 unidades de absorbincia, o que se atribui parcialmente & presenga do composto
terapéutico.

Conforme se pode observar na Tabela 8, para uma concentragio de 0,33 mM de
Isoniazida livre incubada com diferentes percentuais de Ci»Es, a absorbéncia relativa das
amostras € praticamente constante, ficando em tomo de 0,06. Salienta-se que esta

concentracdo de droga ¢ idéntica a dos lipossomas encapsulando Isoniazida em estudo neste

item.
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Figura 14 - Estabilidade de lipossomas vazios e lipossomas encapsulando Isoniazida na razdo

molar final droga/lipidio de 0,33 em solugdes do tensoativo ndo-idnico Cy;Es.

Tabela 8 - Variagdes na absorbéncia relativa a 340 nm da solucdo de Isoniazida a 0,33 mM

incubada com diferentes percentuais de Ci2Es.

Concentracio de C1oEs (%) Absorbancia Relativa a 340 nm

3 0,055
30 0,054
60 - 0,058
90 0,054
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5.3 Preparacdo e Caracterizacdo de Lipossomas Encapsulando Pirazinamida por

Incorporacio Passiva

Com base nos resultados obtidos no encapsulamento da droga Isoniazida, lipossomas
encapsulando Pirazinamida foram preparados a uma concentracio inicial de lipidios de 7,5
mM, encapsulando o composto terapéutico a concentracdo de 100 mM, pelo método de
hidratagdo passiva do filme lipidico durante a etapa de preparagio dos lipossomas. O mesmo

método e condigBes de encapsulamento expostas para a droga Isoniazida foram utilizados.

3.3.1 Avaliacdo da Eficiéncia de Remocdo da Pirazinamida ndo Encapsulada

Inicialmente, foram realizados ensaios de cromatografia de permeacio em gel de duas
amostras, uma contendo lipossomas a 3 mM e a outra, Pirazinamida a 10 mM, com o objetivo
de se fazer uma avaliagdo preliminar da eficiéncia da utilizagdo de uma coluna cromatografica
de dessalinizacdo do Tipo PD-10 da Pharmacia para a remocgio do composto terapéutico nio
encapsulado nos lipossomas, monitorando-se seus tempos de eluicdo da coluna. A partir dos
dados obtidos por medida de absorbéncia direta (a 300 nm para os lipossomas ¢ a 260 nm para
a droga), concentracdo ¢ volume de cada uma das fragdes coletadas, para cada ensaio isolado,
foi possivel obter os perfis de eluigio da coluna, ilustrados na Figura 15.

Os resultados indicam que a metodologia selecionada proporciona boa separacdo do
composto  terapéutico n#o encapsulado, uma vez que enquanto os lipossomas
eluem completamente da coluna nos primeiros 10 ml, a droga apenas comega a eluir a partir
dos 15 mL. Como o manual do fabricante da coluna menciona que a elii¢do de moléculas
com peso molecular menor que o tamanho de exclusio do gel ocorrenia a partir dos 6 mL,
supde-se que a droga possa estar interagindo fracamente com o gel de Sephadex G-25, o que

justificaria o atraso em sua eluigfo da coluna.
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Figura 15 - Perfil de eluigdo cromatografico das solugdes de lipossomas a 3 mM (0,75 mL) e
de Pirazinamida a 10 mM (0,75 mL) em tamp@o Hepes 10 mM e pH 7.4.

5.3.2 Caracterizacdo dos Lipossomas encapsulando Pirazinamida por Incorporacio Passiva

Os lipossomas preparados na razdo molar inicial composto terapéutico/lipidio de 13,33,
apés a remoc¢do do composto ndo encapsulado, apresentaram uma razdo molar final
droga/lipidio de 0,29 determinada de acordo com o ensaio fosfato e a andlise da quantidade de
droga encapsulada apds a dissolugdo das vesiculas com etanol. A droga foi encapsulada nas
vesiculas com uma eficiéncia de 2,2 %, o que estd dentro do previsto para este tipo de

lipossoma (NEW, 1990).
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Os lipossomas contendo Pirazinamida apresentaram um didmetro médio de 329 nm,
enquanto lipossomas sem a droga preparados de maneira idéntica apresentaram didmetro
médio de 304 nm. Assim, a incorporagdo da droga nio parece ter afetado substancialmente a
estrutura das vesiculas. Para esta amostra, estima-se que cerca de 350.000 moléculas de droga
tenham sido encapsuladas por vesicula, valor este superior aos obtidos na incorporacdo de
Isoniazida, devido ao maior tamanho médio das vesiculas e, conseqiiente, a maior capacidade

de retencio de liquido de hidratacio.

5.3.3 Estabilidade dos Lipossomas Encapsulande Pirazinamida por Incorporacido Passiva

Estocados a 5 °C

Foi avaliada a estabilidade de estocagem a 5 °C por trés semanas das vesiculas
encapsulando a droga Pirazinamida descritas no item anterior. Os resultados obtidos sio
mostrados nas Figuras 16 e 17.

A Figura 16 mostra que o didmetro médio das vesiculas encapsulando a droga
Pirazinamida ndo sofreu grandes alteracdes durante as trés semanas de estocagem, diminuindo
neste periodo um maximo de 23,5 nm (7,1 %) com relagdo ao didmetro inicial.

Através da Figura 17 observou-se uma diminui¢do na razio molar final droga/lipidio no
periodo analisado, indicando liberagio de material encapsulado dos lipossomas. Nota-se que
cerca de 6,5 % da droga encapsulada foi liberada dos lipossomas na primeira semana de
estocagem, e que entre a segunda e a terceira semana, mais 10,3 % da droga foi excluida dos
lipossomas. Desta forma, observa-se que os lipossomas contendo Pirazinamida s&o
aparentemente menos estaveis durante a estocagem que as vesiculas encapsulando Isoniazida
nas mesmas condi¢des. Este fato possivelmente deve-se a diferenca estrutural das drogas e as
conseqgiientes diferengas nos coeficientes de particio. Observa-se que a Isoniazida
tenderia a permear menos a bicamada lipidica, o que ¢ ilustrado por sua menor parti¢do tanto

em 1-Octanol comoe em n-Dodecano.
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Figura 16 - Variagdes no didmetro hidrodindmico durante o tempo de estocagem de trés
semanas a 5 °C em geladeira dos lipossomas contendo o composto terapéutico Pirazinamida

preparados a uma razdo molar inicial droga/lipidio de 13,3.
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Figura 17 - Variagdes na razio molar final droga/lipidio durante o tempo de estocagem de trés
semanas a 5 °C em geladeira dos lipossomas contendo o composto terapéutico Pirazinamida

preparados a uma razio molar inicial droga/lipidio de 13,3.

5.3.4 Estabilidade dos Lipossomas encapsulando Pirazinamida por Incorporacio Passiva

em solucgdes de tensoativo ndo-idnico CpoEs

Apos trés semanas de estocagem dos lipossomas encapsulando Pirazinamida, preparados
na razdo molar inicial droga/lipidio de 13,3, foi feito o estudo da estabilidade frente ao
tensoativo CioEs, pela avaliacdo da absorbancia a 340 nm duas horas apos a adigdo do
tensoativo ndo-idnico. O ensaio foi realizado de maneira idéntica ao conduzido para o sistema
encapsulando a droga [soniazida. A variagdo da absorbidncia normalizada do sistema é

mostrada na Figura 18.
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Figura 18 - Estabilidade de lipossomas vazios e lipossomas encapsulando Pirazinamida na

razdo molar final droga/lipidio de 0,24 em solugdes do tensoativo ndo-idnico CizEs

A Figura 18 mostra, em toda a faixa de concentragio de tensoativo analisada, pequenas
variagdes nos valores das absorbincias normalizadas da amostra de lipossomas encapsulando
a droga, indicando boa estabilidade destas vesiculas frente a adigdo de C;;Es, embora o teste
de estabilidade de estocagem tenha mostrado a liberagdo indesejada de cerca de 17 % da droga
encapsulada. E interessante notar também que, para os lipossomas contendo a droga, a queda
inicial na absorbéncia para baixas concentragdes de tensoativo ndo foi verificada, o que indica,
novamente, boa estabilidade destas vesiculas.

Como no caso da Isoniazida, a droga livre apresenta absorcdo de luz no comprimento de
onda utilizado para a avaliagdo da estabilidade ao Ci2Es. Assim, o deslocamento vertical da

curva das vesiculas contendo a droga Pirazinamida com relagfio 4 das vesiculas livres pode ser
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atribuido 4 presenga da droga. Uma amostra de droga livre com a mesma
concentragdo que a dos lipossomas encapsulando Pirazinamida (0,24 mM) em presenca do
tensoativo Cy2Es apresenta um valor médio de absorbancia a 340 nm de 0,08, determinado nas
mesmas condi¢cdes do ensaio de estabilidade, valor este correspondente ao verificado no
deslocamento vertical da curva dos lipossomas contendo a droga encapsulada. Assim, ocorre
uma aparente estabilizag@o das vesiculas pela incorporacéio da droga, que poderia ser atribuida
a possiveis rearranjos estéricos na bicamada lipidica induzidos pela Pirazinamida e que

resultariam na diminuigdo da permeabilidade dos lipossomas ao C;Es.

5.4 Preparacio e Caracterizacio de Lipossomas Encapsulando Rifampicina e Etionamida

por Incorporagdo Passiva

O encapsulamento passivo dos compostos terapéuticos Rifampicina e Etionamida na
membrana lipidica das vesiculas foi realizado na razao molar inicial droga/lipidio de 0,1. Tal
valor foi selecionado para minimizar a influéncia das drogas na estrutura das vesiculas e na
sua estabilidade, viabilizando, a0 mesmo tempo, a analise quantitativa das amostras. O mesmo
método e condigdes de encapsulamento expostos para as drogas anteriores foram utilizados,
dissolvendo-se a massa de droga conjuntamente & massa de lipidios pela adicdo dos solventes
organicos Cloroférmio/Metanol (9:1 v/v) na etapa de formacio do filme lipidico seco, o qual

depois foi hidratado com tamp@o Hepes a 10 mM e pH 7.,4.

5.4.1 Avaliacdo da Eficiéncia de Remocdio das Drogas Rifampicina e Etionamida nido

Encapsulada

A cromatografia de permeacgdo em gel foi a metodologia usada para a remogio dos

compostos terapéuticos Rifampicina e Etionamida ndo encapsulados nas vesiculas lipidicas.
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Foram realizados ensaios de cromatografia de permeac8o em gel de trés amostras, uma
contendo lipossomas a 3,2 mM, outra contendo Rifampicina a 0,05 mM, e uma ultima
contendo Etionamida a 5 mM, com o objetivo de se fazer uma avalia¢io preliminar da
eficiéncia da utilizago de uma coluna cromatogrifica da Sigma, empacotada com gel de
Sephadex G-50 com volume de leito de 50 ml, para a remogdo dos compostos terap€uticos
ndo encapsulados nos lipossomas avaliando-se os tempos de eluicdo dos materiais isolados da
coluna. A partir dos dados de medida direta de absorbidncia (a 300 nm para os
lipossomas, 240 nm para a droga Rifampicina ¢ 300 nm para a droga Etionamida),
determinactes das concentragdes e volume de cada uma das fragdes coletadas, para cada
ensaio isolado, foi possivel obter os perfis de eluicio da coluna para estas amostras, ilustrados

nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19 - Perfil de elui¢@o cromatografico das amostras de lipossomas a 3,2 mM (1,5 mL) e

de Rifampicina a 0,05 mM em tampéo Hepes 10 mM e pH 7,4 (1,5 mL).
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Os resultados indicam a possibilidade de se obter uma eficiente separagfo por este
método dos compostos terapéuticos nio encapsulados nas vesiculas, uma vez que enquanto os
lipossomas eluem da coluna a partir dos primeiros 5 ml. até o volume de 20 mL, as drogas
apenas comegam a eluir a partir dos 30 mL. Os balangos de massas efetuados para as
espécies injetadas na coluna demostraram também a quase total recuperago das mesmas apos

sua passagem pela coluna. Recuperou-se aproximadamente 96 % das vesiculas e 100 % dos

compostos terapéuticos mjetados.
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Figura 20 - Perfil de eluicdo cromatografico das amostras de lipossomas a 3,2 mM (1,5 mL) e

de Etionamida a 5 mM em tampao Hepes 10 mM ¢ pH 7,4 (1,5 mL).
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5.4.2 Caracterizacdo dos Lipossomas encapsulando Rifampicina e Etionamida por

Incorporacdo Passiva

Os lipossomas preparados na razfio molar inicial composto terapéutico/lipidio de 0,1,
ap6s a remogéo do composto nfio encapsulado, apresentaram, para a Rifampicina, uma razio
molar final droga/lipidio nula, e para a Etionamida de 0,042, determinadas de acordo com os
ensaios fosfato e as analises de droga encapsulada apds a dissoluco das vesiculas com etanol.

A droga Rifampicina nfio foi encapsulada nas vesiculas possivelmente em decorréncia
de sua elevada massa molecular e da sua estrutura tridimensional, que nfio permitiram sua
insercio estavel na bicamada lipidica. Nos ensaios com Rifampicina, os lipossomas
preparados apresentaram concentra¢do final de lipidios de 3,46 mM e didmetros médios de
386 nm. Observa-se que, na presenca de Rifampicina, as vesiculas formadas sfo
consideravelmente maiores que as obtidas anteriormente em presenca de Isoniazida e
Pirazinamida. A presenca desta droga pode ter induzido a formagdo de vesiculas maiores
alterando o microambiente de hidratagdo das bicamadas lipidicas ou meodificando as
caracteristicas de re-estruturagio das vesiculas durante o processo de extruséo.

A droga Etionamida foi encapsulada nas vesiculas com uma eficiéncia relativamente
alta, de 42 %. Os lipossomas contendo Etionamida apresentaram um didmetro médio de 3123
nm e concentracdo final de lipidios de 3,5 mM. Para estas vesiculas, estima-se que cerca de
43.000 moléculas de droga tenham sido incorporadas por lipossoma, nimero este inferior aos
obtidos na incorporagdo de Isoniazida e Pirazinamida nos lipossomas, o que é consistente com
a reduzida razio molar final droga/lipidio obtida. Neste caso, supde-se que toda a droga esteja
localizada na bicamada lipidica, e n3o no cerne aquoso da vesicula, o que poderia afetar a

estabilidade dos lipossomas, conforme discutido nos itens que se seguem.
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5.4.3 Estabilidade dos Lipossomas Encapsulando Etionamida por Incorporacioc Passiva

Estocados a 5 °C

A avaliagdo da estabilidade de estocagem a 5 °C por trés semanas das vesiculas em
suspensfio encapsulando o composto terapéutico Etionamida foi estudada e os resultados

obtidos estfo ilustrados nas Figuras 21 e 22.

350

.

&

=
p—_

P i
=

3

& m

[

=

@ 300

=

5 n
=

£

[+

=]

o]

an

250 : T : T :
0 1 2 3

Tempo Decorrido (semanas)

Figura 21 - VariacGes no didmetro hidrodindmico durante o tempo de estocagem de trés
semanas a 5 °C em geladeira dos lipossomas contendo o composto terapéutico Etionamida

incorporado na razio molar inicial droga/lipidio de 0,1.

As maiores alteragBes foram observadas apds uma semana de estocagem, tanto nos
didmetros meédios das vesiculas quanto na concentragdo final de Etionamida. Apéds a primeira

semana, as variagdes foram menores.
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Durante o periodo de trés semanas, os didmetros médios das vesiculas diminuiram um
maximo de 28 nm (9 %) com relacdo ao didmetro inicial das vesiculas, sendo que a maior
variacdo foi observada na primeira semana de estocagem, onde o didmetro médio das
vesiculas diminuiu quase 75 % em relacdo 4 variagfo total observada. Basicamente, o
mesmo fendémeno € observado para a razfo molar final droga/lipidio, onde cerca de 64 %
da variacio total observada ( 17 %) ocorre durante a primeira semana. Como mencionado
anteriormente, a presenca da droga na bicamada pode causar um desarranjo parcial na
membrana da vesicula, fazendo com gue a mesma tenha que se reorganizar para manter sua
integridade estrutural, possivelmente expulsando moléculas de droga e, em conseqiiéncia,

causando uma reducio no tamanho médio das vesiculas.
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Figura 22 - Variagdes na razdo molar final droga/lipidio durante o tempo de estocagem de trés
semanas a 5 °C em geladeira dos lipossomas contendo o composto terapéutico Etionamida

incorporado na razdo molar inicial droga/lipidio de 0,1.
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5.4.4 Estabilidade dos Lipossomas encapsulando Etionamida por Incorporacio Passiva em

solucdes de tensoativo ndo-ionico CpEs

Trés semanas apds a preparacdo dos lipossomas contendo Etionamida (razio molar
inicial droga/lipidio de 0,1), avaliou-se a estabilidade da amostra ao C;;Es, conforme descrito
anteriormente. A Figura 23 1lustra os resultados obtidos.

Na faixa de concentrages de tensoativo analisada, poucas varia¢des no valores de
absorbéncias normalizadas da suspensfo de lipossomas encapsulando o composto terapéutico
Etionamida foram observadas, indicando a estabilidade destas vesiculas. Supde-se que as
pequenas variacbes presentes nos valores de absorbidncia sejam devidas &
absorbancia correspondente a droga (0,034 mM) nas condi¢Bes em que fol realizado o ensaio,

a qual teve valores médios de 0,07.
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Figura 23 - Estabilidade de lipossomas vazios e lipossomas encapsulando Etionamida na razéo

molar final droga/lipidio de 0,034 em solugBes do tensoativo ndo-idnico Cj;Es.
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Esta estabilidade possivelmente seria devido as vesiculas n3o conterem uma
concentragdo muito alta de material terapéutico incorporado. Uma vez que o ensaio foi
realizado trés semanas apdés a preparagdo da amostra, calcula-se pela razfo molar final
droga/lipidio, igual a 0,034, que apenas 3,3 % do material que compde a bicamada lipidica

seja droga, o que pode ser insuficiente para resultar em maiores alteragdes estruturais.

5.5 Preparacdo e Caracterizacdo de Lipossomas Encapsulando Ativamente as Drogas

Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina

Embora os dados obtidos pela determinagfio dos coeficientes de parti¢io das drogas em
solventes aguosos misturados a 1-Octanol ou a n-Dodecano tenham indicado que as técnicas
de incorporacfio passiva seriam mais indicadas para os compostos terapéuticos em estudo,
estes métodos sdo fortemente associados a reduzidas eficiéncias de encapsulamento, o que
pode implicar em baixa eficiéncia econémica.

Com o intuito de avaliar a possibilidade de elevacdo da eficiéncia de encapsulamento
empregando uma técnica alternativa a incorporacio passiva, testou-se o encapsulamento ativo
das drogas em estudo.

Conforme mencionado anteriormente, solugdes aquosas das drogas a pH 7,4 foram
incorporadas a lipossomas apresentando um gradiente de pH de cerca de 3,4 unidades. As
drogas Isoniazida, Pirazinamida e Estreptomicina foram diretamente dissolvidas em tampéao
Hepesa 10 mM e pH 7,4.

O mesmo foi feito para as drogas Rifampicina e Etionamida ap6s sua recristalizagio em
evaporador rotatério a vacuo, a partir de solugdes de Cloroformio/Metanol (9:1 v/v) contendo
as drogas isoladas. Este procedimento foi adotado para permitir a solubilizacdo destas drogas

em tampdo Hepes a 10 mM e pH 7 4.
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Os resultados obtidos s3o descritos a seguir, incluindo-se os ensaios realizados para a
droga Estreptomicina, para a qual ndo se testou a metodologia de encapsulamento passivo. A
referida droga apresenta massa molecular bastante elevada (581,6 Da) e sua incorporagdo
passiva possivelmente resultaria em valores de eficiéncia de encapsulamento muito baixos,
similares aos obtidos para a Rifampicina, por efeitos de limitacdo a transferéncia de massa da

droga entre as bicamadas quando da hidratagdo das membranas lipidicas.

5.5.1 Remoc¢do da Droga Estreptomicina ndo FEncapsulada por Cromatografia de

Permeacio em Gel.

Na remog¢do da droga Estreptomicina nfio encapsulada nos lipossomas utilizou-se uma
coluna da Sigma empacotada com gel de Sephadex (G-50. Foi inicialmente avaliada a
eficiéncia de remocéo do material efetivamente nfio encapsulado por este método, obtendo-se
os perfis de elui¢d@o da coluna para as amostras de lipossomas a 3,2 mM e de Estreptomicina a
6 mM, ilustrados na Figura 24, através dos dados obtidos por medida de absorbancia direta (a
300 nm para os lipossomas e a 280 nm para a droga), concentracio e volume de cada uma das
fracdes coletadas, para cada ensaio isolado.

De acordo com os cromatogramas obtidos, nota-se uma adequada separagio através do
método testado, embora a resolugdo dos picos ndo seja tdo boa quanto a obtida para
outros sistemas. Os lipossomas eluem da coluna nos primeiros 5 ml., até aproximadamente o
volume de 16 mL, enquanto a droga comega a eluir a partir dos 20 mL. Os balangos de massas
efetuados para as espécies injetadas na coluna demostraram grande eficiéncia de recuperagio
das mesmas. Os lipossomas foram recuperados aproximadamente em 96 %, enquanto para o

composto terapéutico obteve-se 98 % de recuperagio.
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Figura 24 - Perfil de eluigfo cromatografico das solugGes de Lipossomas a 3,2 mM (1,5 ml) e
de Estreptomicina a 6 mM (1,5 mL) em tampédo Hepes 10 mM a pH 7,4,

5.5.2 Caracteristicas dos Sistemas Encapsulando as Drogas através do Uso de Gradiente de

pH nos Lipossomas

Avaliou-se a resposta dos compostos terapéuticos estudados ao encapsulamento nos
lipossomas com um gradiente transmembrénico (interior 4cido) estabelecido em 3,4 unidades
de pH e com didmetros médios iniciais de 341 nm. Para todas as drogas os ensaios foram
feitos em duplicata e na razio molar inicial composto terapéutico/ lipidio de 0,2. Os resultados

obtidos por este tipo de encapsulamento estdo ilustrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Incorporacfo ativa das drogas Isoniazida, Pirazinamida, Rifampicina, Etionamida e

Estreptomicina nas vesiculas lipidicas a uma razdo molar inicial droga/lipidio de 0,2.

Caracﬁ 12a6a0 Composto Terapéutico
Sistema Isoniazida Pirazinamida Rifampicina FtHonamida Estreptomicina

Razdo Molar
Final 0,21 0,21 0,04 0,22 0,22
Droga/Lipidio

Didmetro
Meédio das 403,8 401,9 3733 366,9 321,6
Vesiculas (nm)

Eficiéncia de
Encapsulamento =100 =100 20 =100 =100
(%)

Moléculas de 357.079 353.727 58.128 308.838 237.284
Droga/Vesicula

Concentracio
Interna de 31,6 31,8 6,5 36,5 41,6

Droga (mM)

Todas as drogas estudadas mostraram distribuigiio nas vesiculas lipidicas em resposta ao
gradiente de pH com boa reprodutibilidade. No entanto, as caracteristicas dos sistemas
variaram de um composto para outro. Apos a remogio do material nfo encapsulado, a
incorporacfio ativa das drogas resultou na obtencio de razdes molares finais composto
terapéutico/lipidio na faixa de 0,04 a 0,22 (equivalente a eficiéncias de encapsulamento de
20 % a aproximadamente 100 %).

Os niveis de encapsulamento dos compostos terapéuticos nas vesiculas lipidicas podem
ter sido influenciados por diversos fatores, destacando-se a solubilidade das espécies
protonadas no solvente mtravesicular (Acido Citrico a 300 mM e pH 4), o comportamento das

drogas neste solvente quanto a dissociacdo e a particdo das drogas entre os trés ambientes
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distintos verificados nestes sistemas, 0s meios aquosos interno e externo e a bicamada lipidica
(MADDEN et al., 1990).

E interessante observar que, das drogas utilizadas, a {inica que se apresenta como um
composto lipofilico contendo um grupo do tipo amina priméria € a Estreptomicina. Assim,
para esta droga, era esperado sucesso na utilizagio do encapsulamento ativo. Para as drogas
restantes, as quais podem ser consideradas como bases fracas, a predi¢do do resultado da
incorporagdo ativa nfo era imediata.

Vesiculas contendo as drogas Isoniazida, Pirazinamida ¢ Etionamida, que apresentam
certa semelhanca em suas estruturas moleculares, apresentaram comportamentos similares,
tanto no tocante a quantidade de droga encapsulada quanto ao didmetro médio final das
vesiculas. Lipossomas incubados com Rifampicina possivelmente néo apresentaram eficiéncia
de encapsulamento tdo elevada como observado nos casos restantes devido a elevada massa
molecular deste composto, o que certamente dificulta a permeacio da droga através da
bicamada lipidica.

As vesiculas lipidicas encapsulando os compostos terap€uticos foram obtidas com
diimetros médios na faixa de 321.6 a 403,8 nm, ou seja, com tamanhos significativamente
maiores que os observados para as vesiculas encapsulando as drogas em estudo por
incorporagdo passiva.

Como estes valores estdo mais préximos ao tamanho nominal dos poros das membranas
de policarbonato, supde-se que a hidratagdo das bicamadas lipidicas € a extrusfo estejam
sendo efetivamente afetadas pela presenca das moléculas de droga.

Este aumento de maneira geral no didmetro médio das vesiculas apds a incorporagio
ativa, exceto para o sistema contendo Estreptomicina, poderia ser atribuido ao fato de que, por
este método, as drogas sdo encapsuladas depois de feita a homogeneizagdo nos tamanho das
vesiculas. Neste caso, a acomodac¢io das moléculas de droga nas vesiculas poderia provocar
um estiramento na membrana lipidica, induzindo um aumento do didmetro médio das mesmas,
o que nfo ocorreria na incorporagiio passiva, onde a etapa de extrusdo ocorre depois do

encapsulamento das drogas nos lipossomas.
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Conforme se pode observar na Tabela 9, as concentracdes estimadas das drogas no meio
aquoso intravesicular sdo bastante elevadas, principalmente considerando-se que, no inicio dos
ensaios, a concentracido de droga no meio externo era de 0,4 mM para todos os compostos
terapéuticos. Este resultado esta de acordo com a equacio (3) de Henderson-Hasselback, que
prevé que para vesiculas unilamelares exibindo um gradiente de pH de aproximadamente trés
unidades, pode-se obter gradientes de concentragio de droga nos meios aquosos interno e
externo aos lipossomas de até 1000 unidades, desde que o pKa da droga seja substancialmente
maior que o pH do meio externo.

A partir dos dados da Tabela 9 observa-se também que a eficiéncia de encapsulamento
para quase todas drogas estudadas superou o valor de 100 %. Este fato pode ter sido causado
pela ineficiente dissolugio das vesiculas contendo Acido Citrico em seu interior com os
solventes orginicos (Etanol ou Metanol) para as determinagbes das concentragdes dos
compostos encapsulados. Este fato fo1 verificado monitorando-se as variagbes com o tempo
do didmetro médio de vesiculas vazias depois da adigdo do Etanol em uma razio de
1:9 em volume.

Conforme ilustrado na Figura 25, depois de uma hora da adicdo do solvente as vesiculas
ndo tinham sido completamente dissolvidas. MADDEN et al. (1990) obtiveram resultados
semelhantes na quantificacdo de algumas das drogas incorporadas passivamente em
lipossomas, notando-se que este fato ndo foi discutido pelos autores. E interessante observar
que nio se verifica na literatura discussdes detalhadas a respeito da conveniéncia da utilizagéo
de Etanol para o rompimento de vesiculas contendo drogas encapsuladas, especialmente para
lipossomas contendo Colesterol.

Devido a baixa concentracdo lipidica final destas amostras, nfo permitindo a
quantificacio de drogas ou lipidios apéds um novo processo de remocdo de composto
terapéutico eventualmente liberado durante a estocagem, a estabilidade destas vesiculas s6

pbde ser avaliada quanto & variagio dos didmetros médios em um periodo de até 42 dias.
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Figura 25 - Variac8o no Didmetro Médio das Vesiculas Lipidicas preparadas pela metodologia
de encapsulamento ativo incubadas com tampio Hepes 10 mM a pH 7.4 durante uma hora

ap6s adi¢do de Etanol.

Os lipossomas encapsulando Isoniazida e Pirazinamida néo apresentaram variac3o nos
didmetros médios neste periodo, enquanto para os sistemas restantes, verificou-se uma
reducio no tamanho. Para as vesiculas contendo Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina as
reducdes observadas foram de 8, 10 e 17 % com relacfio ao didmetro inicial, respectivamente.
Isto sugere que as vesiculas encapsulando Isoniazida e Pirazinamida possivelmente s&o mais
estaveis do ponto de vista estrutural, embora nfio permita inferir a respeito da estabilidade

quanto a retengfo da droga encapsulada.
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5.6 Comparacao do Encapsulamento Passivo e Ative das Drogas Estudadas

Conforme observado nos itens discutidos anteriormente, verifica-se que diferentes
técnicas € condigdes de encapsulamento de drogas em lipossomas conduzem a diferentes
eficiéncias de incorporagao.

A Tabela 10 sumariza os resultados obtidos para a incorporagio passiva das drogas no
cerne aquoso e na bicamada dos lipossomas, bem como a incorporagdo ativa das mesmas nas
vesiculas. Embora as concentragdes inicias das drogas utilizadas nos encapsulamento passivo

e ativo ndo tenham sido as mesmas, o qual € consequente das limita¢Ses de cada método.

Tabela 10 - Dados comparativos do encapsulamento passivo e ativo das drogas avaliadas.

Droga Encapsulamento Passivo Encapsulamento Ativo
D/L final | E (%) D (nm) | D/Lfmal | E (%) D (nm)

Isoniazida 0,330 2,5 286 0,21 =100,0 404

Pirazinamida 0,290 2,2 329 0,21 =100,0 402

Rifampicina 0,000 0,0 386 0,04 20,0 373

Etionamida 0,042 42,0 312 0,22 =100,0 367

Estreptomicina - - - 0,22 =100,0 322
Observa-se que a incorporagdo passiva apresenta, em geral, eficiéncias de

encapsulamento bastante reduzidas em comparagfo as obtidas para a incorporagdo ativa das
mesmas drogas, embora para a Isoniazida e a Pirazinamida as razdes molares droga/lipidio
finais tenham sido maiores no encapsulamento passivo que no ativo. Este fato era esperado,
uma vez que a razdo molar inicial droga/lipidio no encapsulamento ativo era ja inferior as
razbes molares finais obtidas na incorpora¢do passiva destas drogas. Com relagdo ao
didmetro, nota-se que as vesiculas resultantes do encapsulamento ativo sfo invariavelmente

maiores que os lipossomas obtidos pela incorporagio passiva.
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Deve-se considerar que, para vesiculas com didmetro médio de 300 nm preparadas a
uma concentrac@o de lipidios de 7,5 mM, o volume tedrico de captura da solugio de
hidratagdo seria de cerca de 37 mL por litro de suspenséio de lipossomas, ou o equivalente a
4,9 pL por wmol de lipidio. Assim, 0 maximo tedrico de eficiéncia de encapsulamento de
solucfio de hidrata¢fio no cerne aquoso seria de 3,7%. Desta forma, o valor de 2,5 % obtido na
incorporagdo passiva da Isoniazida representa, na realidade, um valor relativamente elevado,
atribuindo-se esta redugfo de 32 % com relagdo ao valor tedrico a efeitos de transferéncia de
massa da droga entre as bicamadas durante a hidratagfio.

As elevadas eficiéncias de incorporagéo verificadas no processo ativo sugerem que este
método seja preferencialmente utilizado. Desta forma, tanto a eficiéncia de encapsulamento
como a eficiéncia econdmica do processo seriam elevadas, inclusive notando-se a ndo
necessidade de remocdo de droga livre nos casos onde se observa eficiéncia de
aproximadamente 100 %.

Em adi¢do, a incorporagdo ativa permite a variagdo independente de pardmetros
caracteristicos dos lipossomas, como didmetro e concentragdo lipidica, de modo a permitir a
obten¢do de maiores razdes molares finais droga/lipidio.

Com base nas razdes molares finais droga/lipidio obtidas, pode-se calcular a massa de
droga associada a uma preparaco contendo, por exemplo, 10 mM em lipidios, conforme
mostrado na Tabela 11, juntamente com os dados da literatura para a dosagem diaria

necessaria de cada droga para pacientes adultos.
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Tabela 11 - Dosagem diaria requerida das drogas em estudo na forma livre para pacientes
pesando mais de 45 kg (Ministério da Satde, 1995) e massa de droga calculada para amostras
de 10 mL de lipossomas a 10 mM encapsulando os compostos terapéuticos em estudo passiva

ou ativamente.

Droga Dosagem didria (mg) | Encapsulamento Passivo | Encapsulamento Ativo
(mg) (mg)
Isoniazida 400 4,54 2,80
Pirazinarmda 2.000 3,57 2,59
Rifampicina 600 0 3,29
Etionamida 750 0,70 3,66
Estreptomicina 1.000 - 12,80

Como se pode observar através dos resultados obtidos, as dosagens de compostos
terapéuticos nas vesiculas lipidicas apresentam valores muito reduzidos se comparados aos
requeridos nas dosagens para ¢ composto terapeutico livre. Entretanto, a literatura registra
aumentos na eficdcia terapéutica de drogas antimicrobianas encapsuladas em lipossomas de
até 2.000 vezes (AGARWAL et al., 1994). Assim, ensaios in vifro e in vivo destas preparacdes
devem ser realizados para que se possa estabelecer os niveis de drogas efetivamente

necessarios.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 Conclusées

De acordo com os resultados obtidos durante a preparagiio e caracterizagdo dos

lipossomas unilamelares encapsulando os compostos terapéuticos Isoniazida, Pirazinamida,

Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina podem ser formuladas as seguintes conclusdes:

Os coeficientes de partigio indicaram que as drogas Isoniazida, Pirazinamida, e
Estreptomicina poderiam ser encapsuladas em lipossomas por incorporagio passiva
durante a hidratagfio do filme lipidico, enquanto que as drogas Rifampicina e Etionamida
poderiam ser passivamente incorporadas tanto no cerne aquoso quanto na bicamada
lipidica.

A droga Isoniazida foi encapsulada passivamente nos lipossomas com eficiéncia de
encapsulamento maxima de 2,5 %. Vesiculas preparadas a partir de uma razdo molar
inicial droga/lipidio de 13,3 apresentaram elevada estabilidade tanto do ponto de vista
estrutural como de estocagem a 5 °C.

O encapsulamento passivo da droga Pirazinamida nos lipossomas para uma razio molar
inicial droga/lipidio de 13,3 permitiu obter um sistema com bom desempenho quanto &
estabilidade de estocagem e a estabilidade das vesiculas quando em presenca do tensoativo
nio-i6nico CioEs, entretanto, a eficiéncia de encapsulamento obtida foi bastante reduzida,
igual 2.2 %.

O método de encapsulamento passivo durante a formagio do filme lipidico seco ndo
conduziu & incorporacdo da droga Rifampicina nos lipossomas para uma razdo molar

inicial droga/lipidio de 0,1.
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A Etionamida foi encapsulada com eficiéncia de 42 % nos lipossomas pelo método de
incorporagdo passiva na bicamada lipidica a uma razio molar de 0,1. Embora se
tenha observado boa estabilidade estrutural das vesiculas pela reduzida variagdo nos
didmetros médios com o tempo e por seu comportamento em presenca de CizEs, houve
liberagdo de 19 % da droga encapsulada durante trés semanas de estocagem a 5 °C.

O encapsulamento ativo dos compostos terapéuticos Isoniazida, Pirazinamida,
Rifampicina, Etionamida e Estreptomicina em lipossomas pelo uso de um gradiente de pH
na membrana das vesiculas de 3,4 unidades resultou em maiores eficiéncias de
encapsulamento que as obtidas para a incorporacio passiva de todas as drogas, o que

sugere que sua utilizagio seria mais vantajosa.

6.2 Sugestdes

Para a continuidade deste estudo, sugere-se a consideracio dos aspectos mencionados a

seguir:

Estudo do efeito da variagdo da razdo molar inicial droga/lipidio na eficiéncia do
encapsulamento ativo dos agentes terapéuticos nas vesiculas, para a obteng¢do de maiores
concentragdes de droga, assim como de seu comportamento com relacdo a liberacéo de
droga durante periodos de estocagem e & presenga de C;,Es.

Avaliacdo do efeito da nebulizagdo das vesiculas contendo as drogas encapsuladas nas
caracteristicas finais dos lipossomas.

Estudo in vitro e in vivo da efetividade das formulagdes de lipossomas contendo os
compostos terapéuticos encapsulados contra o microrganismo Mycobacterium
tuberculosis.

Avaliacdo da estocagem dos lipossomas encapsulando os compostos terapéuticos na forma

liofilizada.
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¢ Estudo do encapsulamento passivo e ativo de combinagdes de drogas usadas no tratamento
primario e secundario da Tuberculose.

» Estudo do encapsulamento dos compostos terapéuticos por métodos que permitam um

mais facil escalonamento do processo.
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