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“Fui eu quem fez a areia, como limite do mar 
uma fronteira terna que ele não ultrapassa; 
suas ondas se agitam, mas nada conseguem: 

elas estrondam, mas não conseguem  
ultrapassar ”. (Jeremias 5:22) 

 
 

A nossa alienação chega a tal ponto,  
que achamos tudo normal.  

Nem percebemos que até o invencível mar obedece  
a um comando.  

Ele tem seus limites na areia  
e Deus é mais invencível que ele...  

 
Senhor, meu Deus, tu és invencível.  

Não há Deus maior, nem no céu, nem na Terra,  
nem no universo.  

 
Nada sou sem o amor que propagas na tua palavra. 

Graças a esse amor, tenho direito 
e confio na tua justiça de PAI.  

 
Sei que essa justiça não pode chegar a mim gratuitamente, 

que devo fazer a minha parte.  
 

Não quero isentar-me, Senhor... mas preciso demais  
da tua ajuda para ser capaz... 

 
Esse cantinho é minha forma singela de agradecimento... 

 
Porque meu grito nunca ecoa sem resposta,  

sinto tua presença e no perigo,  
estendes tua mão e socorres não só a mim,  

mas a minha casa, minha família, meus amigos... 
 

Tua generosidade infinita se 
estende por todos a quem amo... 

 
Obrigada, Pai,  

porque me ouves,  
embora nem sempre eu te ouça... 

 
Perdoe às vezes em que ouço 

e não dou importância...  
Ajuda-me a ser melhor...  
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RESUMO 

 
As patologias vítreo retinianas são uma das principais causas de perda de visão no 

mundo. Os olhos representam um desafio no desenvolvimento de sistemas de liberação 

controlada ou prolongada de fármacos, em razão de sua sensibilidade e mecanismos 

fisiológicos de defesa, os quais ocasionam a rápida remoção da substância ativa após a 

administração tópica. O tratamento sistêmico requer elevadas concentrações de fármaco para 

se obter um nível terapêutico eficaz nos tecidos intraoculares, além disto, está associado a 

severos efeitos colaterais e toxicidade. Várias pesquisas visando à liberação de fármacos no 

segmento posterior dos olhos têm sido desenvolvidas nas últimas décadas. Estes estudos 

incluem microesferas, nanoesferas, implantes na cavidade vítrea usando polímeros e 

lipossomas. Lipossomas são sistemas carreadores que compartimentalizam os fármacos e tem 

sido estudado associado a copolímeros termosensíveis para melhorar a atividade biológica e 

obter efeito farmacológico prolongado. O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um 

sistema capaz de oferecer um efeito farmacológico prolongado do fármaco no corpo vítreo 

visando o tratamento de infecções do segmento posterior dos olhos. Neste trabalho estudou-se 

a encapsulação do cloridrato de vancomicina (VC) em lipossomas unilamelares pequenos 

(SUVs) veiculados em copolímero termosensível (Pluronic® F127) (PLU).  SUVs estruturados 

com 50 mM de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (PCH) contendo ou não VC e/ou 

copolímero termosensível foram obtidos por sonicação. A análise físico-química através da 

técnica de espectroscopia de correlação de fótons (PCS) demonstrou que os lipossomas vazios 

tiveram o diâmetro reduzido na presença de PLU, entretanto para os lipossomas contendo VC 

os diâmetros médios aumentaram de 88 a 113 nm, quando a concentração de PLU variou de 5 

a 10% (p/p). A separação do fármaco não encapsulado nos lipossomas foi realizada por 

cromatografia de exclusão em gel de Sephadex G-50. A eficiência de encapsulação do 
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fármaco foi maior nas formulações com lipossomas e copolímero termosensível. Para a 

formulação contendo diferentes concentrações de fármaco encapsulado em lipossomas e 

veiculados em PLU 10%, verificou-se que quanto maior a quantidade de fármaco adicionado 

menor é a eficiência de encapsulação (%). A análise clínica e microbiológica em olhos de 

coelhos demonstrou que a infecção reduziu com a fórmula lipossomal quando comparada à 

solução do fármaco livre.  Os ensaios de liberação in vitro mostraram que o perfil de liberação 

dos lipossomas contendo VC é mais lento em relação ao fármaco livre. Para os lipossomas 

contendo VC a liberação é dependente da presença de PLU no sistema, diminuindo com o 

aumento da concentração de copolímero. O perfil de liberação in vivo através da formulação 

contendo fármaco encapsulado em lipossomas e veiculado em PLU 10% (p/p) mostrou que a 

encapsulação do fármaco no sistema proposto aumentou a meia-vida de eliminação do 

antibiótico na cavidade vítrea quando comparada à administração intravitreal do fármaco 

livre. Estes resultados demonstram o potencial de associação de copolímeros em bloco com 

lipossomas como um sistema de liberação de fármacos para a VC. 
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ABSTRACT 

 
 The vitreoretinal diseases are one of the main cause of blindness in the world. The 

eyes represent a challenge in the development of ocular drug delivery systems due to sensivity 

and physiological constraints which lead a fast turnover of the drug after topical 

administration. The systemic route requests high drug concentrations in order to promote  

efficient therapeutic levels into intraocular tissues. Moreover, this route is associated with 

side-effects and toxicity. Several of approaches for the drug delivery to the posterior segments 

of the eye have been developed in the last decades. These novel approaches include 

microspheres, nanospheres, vitreal implants using polymers and liposomes. Liposomes are a 

widely used carrier to compartimentalize drugs and have been studied associated with 

thermosensitive copolymers to improve biological activity and to cause prolonged 

pharmacological effects.  The main purpose of this work was to develop a system which can 

offer a drug prolonged pharmacological effect in the vitreous cavity to treat infections of 

posterior part of the eyes. In this work we have studied the encapsulation of vancomycin 

chloride (VC) in small unilamellar liposomes (SUVs) incorporated in the thermosensitive  

block copolymer (Pluronic® F127) (PLU). SUVs containing 50 mM of hydrogenated soya 

phosphatidylcholine (PCH) with and without VC and copolymer were prepared by sonication. 

The physicochemical analysis was carried out through photon correlation spectroscopy (PCS) 

and the results showed that for empty liposomes the diameter of the structures decreased in 

the presence of PLU. However, for liposome encapsulated VC the diameter increased from 88 

to 113 nm when the concentration of PLU was changed in the range from 5 to 10% (w/w). 

The separation of the non encapsulated drug was performed by gel exclusion chromatography 

using Sephadex G-50. The encapsulation efficiency of vancomycin in liposomes vehiculated 

in block copolymer was higher than without copolymer. For the formulation with differents 
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amounts of the encapsulated drug in liposomes and propagated in PLU 10% (w/w) we 

observed that when higher amounts of drug are added the encapsulation efficiency is smaller. 

The eye’s rabbits clinical and microbiological analysis showed that the infection decreased 

with the liposomal preparation when compared with the solution of free drug. The in vitro 

assays showed that the release of liposomal encapsulated VC was slower than the free drug. 

For the liposomal encapsulated VC the release was dependent on the presence of PLU, 

decreasing with copolymer amounts. The in vivo assay through liposomal encapsulated VC 

and vehiculated in 10% (w/w) of PLU showed that the liposomal encapsulated VC increased 

the half-life of elimination of the antibiotic in the vitreous cavity when compared with the 

intravitreal administration of the free drug. These results demonstrate the potencial of the 

association of block copolymer with liposomes as a drug delivery system for VC. 
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ABREVIATURAS 
 
 
 
ABS 

ATCC 

C 

CLAE 

CIM 

CV 

D.O600 

DP 

EIV 

FPV 

G 

IR 

LUV 

MD 

MLV 

PC 

PCH 

PCS 

PLU 

REV 

SUV 

tR 

Absorbância 

American Type Culture Collection 

Controle 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

Concentração Inibitória Mínima  

Coeficiente de Variação 

Densidade Óptica 

Desvio Padrão 

Vesícula obtida por Injeção de Éter 

Vesícula obtida por Extrusão 

Gauge 

Índice de Refração 

Vesícula Unilamelar Grande 

Diâmetro Médio 

Vesícula Multilamelar 

Fosfatidilcolina de soja 

Fosfatidilcolina de soja hidrogenada 

Espectroscopia de Correlação de Fótons 

Pluronic® F127 

Vesícula obtida por Evaporação de Fase Reversa 

Vesícula Unilamelar Pequena  

Tempo de Retenção 
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t0 

t1/2 

t1/4 

TMC 

UFC 

ULV 

VA 
 
VC 

VL 

 

Tempo Zero 

Tempo de Meia-Vida de Eliminação 

2º Tempo de Meia-Vida de Eliminação 

Temperatura Micelar Crítica 

Unidade Formadora de Colônia 

Vesícula Unilamelar 

Solução aquosa de VC 

Cloridrato de vancomicina 

Lipossomas de VC 
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INTRODUÇÃO 

As patologias que acometem o segmento posterior do olho: vitreoretinopatias, 

endoftalmite, uveíte crônica, necrose retinal aguda e retinite por Citomegalovírus são uma das 

principais causas de perda de visão no mundo e para as quais não há ainda tratamento 

adequado e efetivo (VANRELL e REFOJO, 2001). 

A endoftalmite é definida como uma inflamação dos tecidos intraoculares em resposta 

a alguma injúria originada de infecção, trauma, reação imune, mudanças físicas ou químicas, 

vasculite ou neoplasma (HOMER et al., 1975; KRESLOFF et al., 1998), sendo caracterizada 

por dor e sinais inflamatórios do segmento anterior e/ou posterior (KRESLOFF et al., 1998).  

O tratamento convencional da endoftalmite bacteriana reside na administração de 

antibióticos, como o cloridrato de vancomicina (VC) ou associações, por via sistêmica, tópica 

e intravitreal. Entretanto, os maiores problemas relacionados a estes tratamentos são a baixa 

biodisponibilidade intraocular, altos picos de concentração após a administração tópica, 

absorção sistêmica do fármaco através do ducto-nasolacrimal, o que pode levar a efeitos 

colaterais severos e à falta de eficiência no tratamento (LEE et al, 1985; MEISNER e MEZEI, 

1995; GEROSKI e EDELHAUSER, 2001; KAUR et al., 2002; 2004; WEI et al., 2002). A 

administração de antibióticos através de injeção no compartimento vítreo é altamente 

desconfortável para o paciente, fato relevante quando são necessárias administrações repetidas 

do fármaco para que o tratamento seja efetivo (ZENG et al., 1993; BOCHOT et al., 2000). 

 A evolução tecnológica na área farmacêutica proporcionou um grande avanço na 

oftalmologia com os sistemas de liberação controlada de fármacos (lipossomas, 

nanopartículas, implantes oculares, entre outros), permitindo o surgimento de novas 

alternativas para o tratamento das patologias oculares (LE BOURLAIS et al., 1995; OGURA, 

2001). Estes dispositivos podem ser administrados por via tópica ou diretamente na cavidade 
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vítrea permitindo a redução da freqüência de administração, maior eficiência e comodidade ao 

paciente (DING, 1998; LE BOURLAIS et al., 1995; 1998).  

Os lipossomas são vesículas formadas por bicamadas lipídicas separadas por fases 

aquosas e contendo um compartimento aquoso central (GREGORIADIS e POSTE, 1988). 

São estruturas biocompatíveis e podem proporcionar redução da toxicidade inerente à 

substância ativa, tornando os fármacos já existentes mais eficientes em relação ao efeito 

terapêutico e muito mais seletivo em termos de concentração no local de ação, reduzindo 

desta forma efeitos colaterais e aumentando a duração do efeito farmacológico (VEMURI e 

RHODES, 1995; OLIVEIRA et al., 1997). 

Uma das estratégias que tem sido explorada é a melhoria da adesão nos tecidos do 

globo ocular, o que pode ser facilitado pela associação de lipossomas com copolímeros 

termosensíveis, os quais aumentam a viscosidade do meio dispersante proporcionando maior 

adesão e, consequentemente, maior tempo de contato das estruturas com a superfície dos 

tecidos (LEE, 1985; DURRANI et al., 1992; KENO et al., 1999; CHANDAROY et al., 2001). 

Uma classe de polímeros que vem sendo extensivamente estudada é a dos 

Poloxâmeros, conhecidos comercialmente por Pluronic® (PLU), os quais são copolímeros em 

bloco contendo unidade central de polioxipropileno (hidrofóbica) e duas unidades idênticas de 

polioxietileno (hidrofílicas), arranjados em uma estrutura básica (MILLER e DONOVAN, 

1982; VEYRIES et al., 1999; CHANDAROY et al., 2001; KABANOV et al., 2002; 

DESNOYER e MCHUGH, 2003). São solúveis em água, não iônicos e apresentam alta 

biocompatibilidade e solubilidade (VEYRIES et al., 1999; MORISHITA et al., 2001). A 

estabilidade e atoxicidade das soluções aquosas de PLU o tornam adequado como veículo 

para injetáveis (JOHNSTON e MILLER, 1985; GARCIA SAGRADO et al., 1994; VEYRIES 

et al., 1999).    
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Na temperatura ambiente, as dispersões de PLU apresentam-se em solução. Entretanto, 

quando esta é instilada na superfície do olho ou injetada no vítreo, a elevação da temperatura 

proporciona a transição sol-gel, prolongando o tempo de contato do fármaco com os tecidos 

locais (LE BOURLAIS et al., 1995; WEI et al., 2002).  

A biocompatibilidade, biodegradabilidade e inocuidade dos constituintes estruturais 

dos lipossomas e do copolímero fazem dos lipossomas um sistema atraente para a 

administração intravitreal de fármacos. A literatura mostra que em várias situações foram 

observadas diferenças significativas na distribuição e velocidade de eliminação de fármacos 

veiculados em lipossomas em relação ao fármaco em solução ou suspensão, como também 

uma diminuição da toxicidade do fármaco (BARZA et al., 1984; TREMBLAY et al., 1985; 

WIECHENS et al., 1998; ZANGH e KE, 2003). 

A administração intravitreal de fármacos apresenta inconvenientes, como o 

desconforto e a baixa aceitabilidade do paciente. Entretanto, estes são mais evidentes quando 

terapias que envolvam esta via forem repetidas e prolongadas. Assim sendo, faz-se necessário 

estudar artifícios capazes de prolongar o tempo de liberação da substância ativa no globo 

ocular e que possivelmente minimizem os efeitos colaterais oriundos da administração 

sistêmica de fármacos e proporcionem menor freqüência na administração do medicamento. 
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Um dos principais objetivos da farmacoterapia oftálmica consiste em atingir e manter 

níveis de concentração adequados da substância ativa nos tecidos intraoculares que sejam 

terapeuticamente efetivos e não tóxicos, por um período de tempo prolongado 

(NAGASENKER et al., 1999; MONEM et al., 2000). 

 O olho humano (Figura 1) pode ser dividido em dois compartimentos principais: 

segmento anterior e posterior. O segmento anterior é formado pela córnea, câmara anterior, 

íris, lente cristalino e corpo ciliar. O segmento posterior incluí o corpo vítreo, retina e coróide 

(COLTHURST et al., 2000; OGURA, 2001). 

 

Figura 1. Anatomia ocular (http://atlas.ucpel.tche.br/ñicolau/anato.htm). Acesso em: 20 fev. 2004. 

 

 As patologias vítreo-retinianas: vitreoretinopatias, endoftalmite, uveíte crônica, 

necrose retinal aguda e retinite por Citomegalovírus são uma das principais causas de perda 

de visão no mundo e ainda não possuem um tratamento adequado e efetivo (VANRELL e 

REFOJO, 2001). 

 Durante séculos, a maioria das preparações oftálmicas destinadas ao tratamento destas 

patologias consistiam em soluções de aplicação tópica, suspensões e semi-sólidos (MEISNER 

e MEZEI, 1995). Estas formas farmacêuticas convencionais possuem várias limitações, 

especialmente quando as estruturas internas dos olhos são acometidas. Estima-se que somente 

cerca de 5% da dose administrada das preparações oftálmicas convencionais alcancem o 
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segmento anterior do sistema ocular e conseqüentemente, apenas uma pequena fração sofre 

partição para a porção posterior dos olhos. Mesmo se a penetração ocorre o tempo de 

residência do fármaco nos olhos é muito curto, resultando numa pequena duração do efeito 

(HANNA, 1980; LEE e ROBINSON, 1986; LE BOURLAIS et al., 1995). 

 A baixa penetração de fármaco nos tecidos oculares é resultado da estrutura anatômica 

e mecanismos fisiológicos; os quais incluem a relativa permeabilidade seletiva da córnea aos 

fármacos, a dinâmica lacrimal, a remoção nasolacrimal de fármacos e a existência de uma 

eficiente barreira hemato-retinal (LEE et al, 1985; MEISNER e MEZEI, 1995; GEROSKI e 

EDELHAUSER, 2001; KAUR et al., 2002; 2004; WEI et al., 2002). A remoção nasolacrimal 

de fármacos é uma das vias de introdução de fármacos na circulação sistêmica a partir de 

formulações tópicas. Para fármacos potentes esta exposição sistêmica através da rota 

nasolacrimal é suficiente para dar origem a sérios efeitos colaterais. Em virtude da existência 

da barreira hemato-retinal, a administração sistêmica de fármacos implica na necessidade de 

elevadas concentrações da substância ativa a fim de atingir concentrações terapêuticas 

adequadas no segmento posterior dos olhos. Devido à necessidade de altas concentrações de 

fármaco, a via sistêmica está associada a severos efeitos colaterais (DING, 1998; LI et al., 

1987; GEROSKI e EDELHAUSER, 2001). 

O curto tempo de permanência do fármaco na córnea leva a necessidade de 

administrações freqüentes por períodos de tempo prolongados a fim de compensar a 

diminuição da concentração do fármaco no tecido ocular (MEISNER e MEZEI, 1995; WEI et 

al., 2002; KAUR et al., 2004), fato este desconfortável ao paciente, provocando sua não 

adesão ao tratamento e, conseqüentemente, variações nos níveis terapêuticos do fármaco 

(ANSEL et al., 1995). Administrações repetidas de fármacos podem aumentar a toxicidade, 

bem como os efeitos colaterais. Além do que, o paciente pode vir a apresentar alguma 

irritação ou desconforto devido à presença de determinado conservante ou ao pH da 
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preparação. Dessa forma, o tratamento de doenças localizadas na seção posterior dos olhos 

através de formas farmacêuticas convencionais, geralmente é ineficiente em razão da baixa 

concentração de fármaco que penetra nesta região (LANG, 1995; OGURA, 2001; VANRELL 

e REFOJO, 2001).  

 Como observado em outras terapias, muitos sistemas de liberação de fármacos têm 

sido desenvolvidos, o que pode ser avaliado pelo surgimento de publicações especializadas e 

pesquisas sendo desenvolvidas. Embora, colírios e suspensões, ainda sejam formas 

farmacêuticas utilizadas com maior freqüência, vários sistemas de liberação ocular de 

fármacos têm sido introduzidos na terapêutica a fim de regular tanto o acesso quanto à 

disponibilidade da substância ativa no seu ambiente alvo minimizando os efeitos colaterais e 

mantendo uma concentração adequada e eficaz por um período de tempo prolongado. Estes 

sistemas incluem soluções poliméricas, implantes oculares, filmes hidrofílicos e sistemas 

coloidais, como nanopartículas e lipossomas (LE BOURLAIS et al., 1995; OGURA, 2001), 

os quais podem ser administrados por via tópica ou diretamente na cavidade vítrea e permitem 

a redução da freqüência de administração trazendo comodidade ao paciente e maior eficiência 

(OGURA, 2001; DING, 1998; LE BOURLAIS et al., 1995). 

 Os sistemas coloidais de veiculação de fármacos, tais como lipossomas têm sido 

empregados na área farmacêutica desde que podem compartimentalizar os fármacos, 

modificando sua velocidade de liberação no meio biológico (OLIVEIRA et al., 1997). 

 

LIPOSSOMAS 

 Lipossomas são vesículas microscópicas formadas por bicamadas lipídicas alternadas 

por compartimentos aquosos (GREGORIADIS, 1988). 
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O termo lipossoma foi utilizado por Bangham durante a década de 60 para descrever 

as estruturas de bicamadas multilamelares formadas pela adição de excesso de água a 

fosfolipídeos secos (BANGHAM et al., 1972). 

Segundo New (1990), os fosfolipídeos mais utilizados na construção de modelos de 

membranas são as moléculas de fosfatidilcolina (CH3CH2N+(CH3)3), provavelmente em razão 

de sua carga neutra, inércia química e similaridade com as membranas biológicas. A 

fosfatidilcolina, conhecida também como lecitina, pode ser derivada de fontes naturais e 

sintéticas, podendo ser obtida a partir da gema dos ovos e grãos de soja.  

Estudos de biocompatibilidade demonstraram melhores resultados com o uso de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FOONG et al., 1989). Este fosfolipídeo é obtido a partir 

da fosfatidilcolina de soja através de um processo de hidrogenação catalítica (LANG et al., 

1990).  

A fosfatidilcolina de soja hidrogenada apresenta alta estabilidade frente à oxidação 

quando comparada a fosfatidilcolina de soja devido à ausência parcial ou total de ácidos 

graxos poliinsaturados (LANG et al., 1990), os quais possuem um papel fundamental no 

processo de peroxidação lipídica caracterizado por reações em cadeia induzida por diferentes 

fontes de radicais livres tais como reações enzimáticas, irradiação ionizante e luz ultravioleta 

(STOJANOVIC et al., 2001) que levam a desestabilização do sistema. 

Devido à natureza dos componentes usados em sua preparação, lipossomas são 

considerados vesículas biocompatíveis. Podem proporcionar redução da toxicidade inerente 

ao fármaco, como também aumento da eficácia da substância ativa (VEMURI e RHODES, 

1995; OLIVEIRA et al., 1997). 

 Em razão de sua estrutura versátil (Figura 2) em termos de tamanho, composição, 

carga superficial, fluidez da bicamada, podem encapsular compostos polares e apolares. 

Substâncias hidrofílicas podem ser encapsuladas no compartimento aquoso, enquanto que 
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substâncias lipofílicas podem ser incorporadas na bicamada lipídica (LOPES e OLIVEIRA, 

2000). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Aspecto estrutural dos lipossomas (Engelhard Personal Care Materials, 2004). 

 

 

• Preparação de lipossomas 

Numerosos procedimentos experimentais têm sido desenvolvidos para a preparação de 

lipossomas, entretanto somente poucos deles são capazes de encapsular grandes quantidades 

de fármacos solúveis em água. As moléculas de fármaco podem ser encapsuladas em 

lipossomas através da técnica de evaporação de fase-reversa (SZOKA e 

PAPAHADJOPOULOS, 1978), injeção de solvente (DEAMER e BANGHAM, 1976; 

SCHIEREN et al., 1978), liofilização (PICK, 1981), extrusão (HAMILTON et al., 1980), 

sonicação (HAUNG, 1969), métodos mais recentes como a técnica de evaporação de fase-

reversa com fluído supercrítico (IMURA et al., 2002) e filtração (KATAYAMA et al., 2002) 

têm sido estudados. Em geral, todos os métodos de preparação envolvem três ou quatro 

estágios básicos: solubilização dos lipídios em solvente orgânico, remoção do solvente 

orgânico da solução de lipídios, dispersão dos lipídios em meio aquoso e purificação dos 

lipossomas (NEW, 1990). 
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                Figura 3. Métodos de obtenção de lipossomas (LASIC, 1997). 

 

Estes métodos podem levar a obtenção de vesículas unilamelares pequenas ou grandes 

(SUVs e LUVs, respectivamente) ou multilamelares (MLV) (Figura 3). MLVs são formados 

pela hidratação do filme lipídico seguida por agitação vigorosa em vórtex, enquanto que os 

LUVs em sua maioria são produzidos por evaporação de fase reversa. SUVs podem ser 

preparados submetendo as suspensões de MLVs ou LUVs a sonicação, procedimento no qual 

a preparação de MLV é submetida à radiação de ondas de ultra-som, as quais quebram as 

vesículas multilamelares em vesículas de tamanho reduzido assegurando a obtenção de uma 

população homogênea de vesículas (VEMURI e RHODES, 1995; MEISNER e MEZEI, 1995; 

BOCHOT et al., 2000). 

 A grande variedade de métodos usados na obtenção desses agregados tem permitido 

dimensionar lipossomas de diferentes tipos, tamanho e estabilidade, o que tem gerado 

diferentes possibilidades de aplicações como sistemas transportadores de fármacos 

(OLIVEIRA et al.,1997). A simplicidade da preparação e sua versatilidade em termos de 

Sonicação

Extrusão Vesículas Multilamelares

Filme Hidratação Camadas

Agitação
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incorporação de substâncias de diferentes graus de hidro/lipofilia habilitam os lipossomas 

como sistemas de liberação de fármacos pela via ocular (LE BOURLAIS et al., 1995). 

 

• Classificação de lipossomas 

 Os lipossomas podem ser classificados pelo método de preparação, número de 

bicamadas presentes na vesícula, ou pelo tamanho. Quando lipossomas são descritos 

baseando-se no número de bicamadas eles são classificados em vesículas unilamelares (ULV) 

ou vesículas multilamelares (MLV). Quanto ao método de preparação “REV” são vesículas 

obtidas através de evaporação de fase-reversa; “FPV” são vesículas obtidas por extrusão ou 

“French Pressure Vesicle”; “EIV” vesículas obtidas por injeção de éter. Em relação ao 

tamanho dos lipossomas estes são classificados em vesículas unilamelares grandes (LUVs) e 

vesículas unilamelares pequenas (SUVs). A descrição mais comumente utilizada é aquela 

baseada no tamanho e lamelaridade da vesícula (VEMURI e RHODES, 1995). 

 Lipossomas preparados e descritos segundo Bangham (1974) são misturas de MLV e 

ULV.  As vesículas multilamelares (MLVs), possuem um tamanho médio de 100 a 1000 nm, 

na qual cada vesícula geralmente consiste de cinco ou mais lamelas concêntricas (NEW, 

1990). As MLVs se formam espontaneamente quando um excesso de volume de solução 

aquosa é adicionada aos lipídios previamente secos por meio de evaporação em balão de 

fundo redondo sob vácuo. O tempo seguido de hidratação da camada de lipídio com solução 

de fármaco em tampão aquoso determina a quantidade de fármaco a ser encapsulado dentro 

das vesículas, como também influencia o tamanho das MLV (OLSON et al., 1979). 

 Bangham (1977) demonstrou que a eficiência de encapsulação pode ser aumentada 

pelo tempo de hidratação do filme seco. Assim, o método de preparação, o tempo de 

hidratação e a espessura do filme lipídico podem influenciar as características das MLV que 

são preparadas a partir de lipídios com composição similares (VEMURI e RHODES, 1995). 
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 De acordo com New (1990), vesículas unilamelares pequenas (SUVs) são definidas 

como lipossomas de tamanho médio entre 15 a 25 nm. Podem ser preparadas por técnicas 

comumente empregadas como sonicação (HAUNG, 1969) e extrusão (HAMILTON et al., 

1980), injeção de solvente (DEAMER e BANGHAM, 1976) ou por um método alternativo 

através da injeção de etanol descrito por Batrzri e Korn (1973). 

 Vesículas unilamelares grandes (LUVs) consistem de lipossomas com diâmetros na 

ordem de 1000 nm (NEW, 1990). O tamanho de LUV é um tópico muito debatido, pois 

segundo Vemuri e Rhodes (1995) o termo “large” refere-se a estruturas vesiculares grandes, e 

maiores que 100 nm.  São capazes de aprisionar grandes volumes de soluções em sua 

cavidade e possuem alta eficiência de encapsulação quando comparadas as MLV. Outras 

vantagens de LUVs resultam da maior quantidade de fármaco encapsulado numa menor 

quantidade de lipídio utilizada e reprodutibilidade da taxa de liberação do fármaco (TIRREL 

et al., 1976). LUVs podem ser produzidos através do método de evaporação de fase-reversa 

(VEMURI e RHODES, 1995). 

 

• Caracterização de lipossomas 

A caracterização detalhada da estrutura dos lipossomas, incluindo distribuição de 

tamanho, número de bicamadas e volume de encapsulação é importante, uma vez que ela 

fornece informações importantes sobre diferenças na estrutura causadas por mudanças no 

método de preparação e na composição lipídica. Estas diferenças na estrutura afetam o 

comportamento das vesículas in vitro, assim como in vivo. Assim, uma definição apropriada 

da estrutura é essencial para obtenção de resultados reprodutíveis, um pré-requisito 

fundamental para o emprego satisfatório dos lipossomas na terapêutica (JOUSMA et al., 

1987; VIDAL, 1993; LIMA, 1998). 
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 Dentre as características que mais refletem as variações entre os distintos tipos de 

lipossomas estão àquelas relacionadas a encapsulação de fármacos pelas vesículas. A 

eficiência de encapsulação pode ser expressa de várias maneiras: 

- A porcentagem ou taxa de encapsulação corresponde à proporção de fármaco 

incorporada aos lipossomas em relação à quantidade inicialmente encontrada no meio. 

- A massa de substância encapsulada por unidade de massa de lipídio corresponde à 

quantidade de fármaco encapsulado (µg/mol ou em µg/mg). 

- O volume aquoso encapsulado corresponde ao volume ou à massa de fase aquosa 

encapsulada por unidade de massa de lipídio (µg/Mol). 

Várias técnicas podem ser utilizadas para caracterizar preparações de lipossomas, entre 

as quais: espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering), cromatografia, centrifugação, 

diálise, eletroforese, ressonância magnética nuclear e a microscopia eletrônica por criofratura 

(LESIEUR et al., 1991; LIMA, 1998). 

Um dos meios mais utilizados para caracterizar as partículas coloidais é através da 

técnica de espalhamento de luz, também denominada espectroscopia de correlação de fótons 

(PCS), esta fornece dados sobre o movimento translacional das vesículas, permitindo o 

cálculo do tamanho dos lipossomas através de relações empíricas adequadas (NEW, 1990). 

 

• Esterilização de Lipossomas 

 Pirogênios podem causar febre e choque. Fontes comuns de pirogênios são 

microrganismos, em particular os que produzem endotoxinas. É extremamente difícil remover 

todos os pirogênios das dispersões de lipossomas (VAN WINDEN, 1998). 

 Os seguintes procedimentos podem ser utilizados na esterilização de lipossomas: 

autoclavagem, utilização de óxido de etileno, uso de radiação gama e filtração. 
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 O calor úmido sob pressão (121ºC/5min) é o método de esterilização preferido por 

várias razões. Primeiramente, por ser um procedimento simples e extensivamente validado 

podendo ser empregado no produto final. Entretanto, esta técnica é restrita em razão da 

eficácia limitada contra os esporos de Bacillus stearothermophilus, além disso, somente 

lipossomas de composição adequada e com fármacos estáveis ao calor podem ser submetidos 

a este processo (VAN WINDEN, 1998). A literatura descreve que produtos de degradação 

podem ser formados durante o aquecimento inviabilizando a técnica (KIKUCHI et al., 1991). 

Estudos indicam que uma baixa dose de radiação gama combinada com filtração proporciona 

uma esterilização eficiente dos lipossomas que não podem ser esterilizados por autoclavagem 

(VAN WINDEN, 1998). 

 A esterilização de fármacos labéis pode ser realizada através do tratamento com óxido 

de etileno nos lipossomas liofilizados. O óxido de etileno atua como um agente alquilante 

exercendo efeito letal sobre os microrganismos por alquilação de proteínas, DNA e RNA. 

Entretanto, este procedimento não é muito utilizado devido à possibilidade da existência de 

resíduos tóxicos que podem prejudicar o paciente (FRANK e HUANG, 1996; VAN 

WINDEN, 1998). 

 A esterilização por meio da radiação gama é um método caracterizado pela utilização 

de baixas temperaturas, permitindo aplicação em materiais termosensíveis. Contudo, o uso 

desta técnica de esterilização merece ainda mais estudos, em razão da degradação de 

fosfolipídeos nos lipossomas (KONINGS, 1984; VAN WINDEN, 1998). 

 Um dos procedimentos mais utilizados na preparação de lipossomas estéreis é a 

filtração (FREISE, 1984; NEW, 1990; VAN WINDEN, 1998). A filtração difere dos demais 

procedimentos de esterilização pela característica de remover fisicamente os microrganismos 

ao invés de inativá-los. Esta remoção de partículas, inclusive de endotoxinas envolve tanto um 

efeito de exclusão por tamanho quanto à adsorção que é responsável pela retenção de 
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partículas menores que os poros da membrana. A maior vantagem desta técnica é o fato de ser 

um procedimento não destrutivo. Porém, este método é aplicado a lipossomas de tamanhos 

suficientemente pequenos que devem passar através dos poros de uma membrana de 

aproximadamente 0,20 µm (FREISE, 1984). Para vesículas maiores, todos os estágios de 

produção devem ser realizados em condições assépticas (salas limpas). Recomenda-se a 

passagem das soluções orgânicas de lipídeos através de filtros de membrana de celulose com 

poros de aproximadamente 0,45 µm com a finalidade de se remover microrganismos, esporos 

e materiais pirogênicos (NEW, 1990; VAN WINDEN, 1998). 

 A esterilização da dispersão de lipossomas com mais de uma técnica em condições 

relativamente brandas pode resultar em um limite de contaminação aceitável e pequena 

destruição dos lipossomas.  

 

• Aplicações clínicas – Liberação Ocular de Fármacos 

A encapsulação de fármacos em lipossomas pode proporcionar maiores concentrações 

da substância ativa nos tecidos intraoculares, como também promover a liberação prolongada 

da substância ativa na córnea e direcionar fármacos para o segmento posterior dos olhos, 

como o vítreo (AKULA et al., 1994; BOCHOT et al., 2000). 

A terapia intravitreal é limitada por basicamente dois problemas. Primeiramente, 

muitos fármacos são rapidamente eliminados a partir do humor vítreo, e para se alcançar e 

manter uma terapia efetiva injeções repetidas são necessárias, o que aumenta a probabilidade 

de endoftalmite, dano ao cristalino e ataque retinal, sendo, assim, fracamente tolerada pelo 

paciente. Em segundo lugar, alguns fármacos possuem uma toxicidade inerente em sua dose 

efetiva induzindo efeitos adversos, como catarata, astigmatismo, hemorragia vítrea, 

endoftalmite asséptica e, possivelmente toxicidade retinal após injeções intravítreas repetidas 

(ZENG et al., 1993; BOCHOT et al., 2000). 
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 Segundo Bochot et al. (2000), a liberação prolongada de fármacos no olho é 

urgentemente necessária para tratar doenças oculares crônicas, especialmente em ocasiões na 

qual a terapia sistêmica vem acompanhada de efeitos colaterais e injeções intravítreas 

repetidas de alto risco. Neste contexto, os lipossomas podem ser considerados um sistema de 

liberação ocular de fármacos para a administração intravitreal, pelos seguintes motivos: 

• São biocompatíveis e biodegradáveis; 

• São compostos de lipídeos similares aos presentes nas membranas biológicas; 

• Podem encapsular fármacos hidrofílicos e lipofílicos; 

• Podem incorporar quantidades precisas de fármacos; 

• Prolongam o tempo de transição do fármaco, resultado da difusão da substância ativa 

através das numerosas membranas fosfolipídicas; 

• Seu tamanho ajuda a garantir que irão permanecer no local da injeção; 

• Protegem o fármaco encapsulado de degradação metabólica; 

• A preparação pode ser administrada na forma líquida, usando uma agulha de 27 ou 30 

Gauge (G); 

• Pode proporcionar uma maneira conveniente de se obter liberação lenta do fármaco a 

partir de um reservatório relativamente inerte sem alterar a propriedade do fármaco 

encapsulado. 

O primeiro estudo utilizando lipossomas na terapia oftálmica foi relatado por Smolin 

et al. (1981), os quais compararam a eficácia entre uma solução de idoxuridina e sua fórmula 

lipossomal no tratamento da queratite herpética crônica provocada em olhos de coelhos, e 

concluíram que a encapsulação do fármaco em lipossomas mostrou ser mais eficaz em relação 

ao mesmo regime terapêutico do fármaco em solução.  
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 O sucesso inicial obtido por estes pesquisadores levou outros cientistas a explorar o 

potencial dos lipossomas como um sistema de liberação ocular de fármacos. 

 Singh e Mezei (1983) observaram um aumento significante na concentração de 

triancinolona no humor aquoso, após a administração do fármaco encapsulado em lipossomas. 

 Pleyer et al. (1994) investigaram a habilidade dos lipossomas em liberar ciclosporina 

nos olhos. O fármaco foi aplicado topicamente em meio oleoso (controle), na forma 

lipossomal e em fibras de colágeno aliado aos lipossomas. Ambas as fórmulas teste 

demonstraram a superioridade dos lipossomas frente ao veículo oleoso, como também a 

possibilidade de utilizar lipossomas em associação ao colágeno ampliando desta forma a 

propriedade de liberação lenta. 

 Zangh e Ke (2003) verificaram que a instilação de lipossomas contendo pilocarpina 

em olhos de coelhos provocou um aumento da biodisponibilidade ocular e da duração do 

efeito farmacológico quando comparado à solução de pilocarpina. 

Barza et al. (1984) verificaram diferenças significantes na eliminação e distribuição de 

gentamicina na conjuntiva com a forma lipossomal, acima de 24 horas, após a injeção 

intravitreal. Entretanto, alguns experimentos com ciclosporina encapsulada em lipossomas 

não obtiveram vantagens quando comparada ao fármaco livre (ALGHADYAN et al., 1988). 

Tremblay et al. (1985) verificaram que a anfotericina B, fármaco de escolha no 

tratamento de infecções fúngicas oculares, quando encapsulado em lipossomas unilamelares 

apresentou menor toxicidade em relação ao fármaco livre após a administração intravitreal 

deste antibiótico em olhos de coelhos. 

Peyman et al. (1989) observaram que a administração intravitreal de lipossomas, 

contendo ganciclovir em coelhos prolonga o tempo de residência do fármaco em até 14 dias 

após a sua administração, sem evidências de toxicidade.  
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Kim e Kim (1990) verificaram que a concentração de tobramicina encapsulada em 

lipossomas no vítreo foi superior a Concentração Inibitória Mínima (CIM) para Pseudomonas 

aeruginosa ainda após 18 dias da injeção intravitreal deste fármaco em coelhos. 

Wiechens et al. (1998) observaram que a incorporação de ciprofloxacino, antibiótico 

utilizado no tratamento de endoftalmite bacteriana, em lipossomas aumentou a 

biodisponibilidade do fármaco em 3 dias, após a administração intravitreal deste antibiótico 

em olhos de coelhos. Observou-se também que os níveis de fármaco ainda permaneciam 

maiores que a CIM dos microrganismos causadores desta patologia. 

Gupta et al. (2000) demonstraram que a encapsulação de fluconazol em lipossomas 

aumentou de modo significativo à meia-vida do fármaco na cavidade vítrea, após a respectiva 

administração intravitreal do fármaco em coelhos e análises quantitativas por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 Shinobara et al. (2003) concluíram que a daunorubicina encapsulada em lipossomas 

apresenta potencial no tratamento da vitreoretinopatia proliferativa, sem proporcionar danos à 

retina. 

 A encapsulação de fármacos em lipossomas é fortemente influenciada pela 

composição lipídica, carga superficial, propriedades físico-químicas do fármaco e a interação 

entre o fármaco e as vesículas lipídicas (SCHAEFFER e KROHN, 1982; MEISNER e 

MEZEI, 1995; KAUR et al., 2004).   

Estudos farmacológicos têm demonstrado que vesículas com carga superficial positiva 

possuem um desempenho melhor quando comparadas às vesículas de carga neutra ou 

negativa. Estudos in vitro evidenciam que a ligação dos lipossomas na área precorneal 

aumenta na seguinte ordem: carga superficial positiva > negativa > neutra (SHEK e 

BARBER, 1987; MEISNER e MEZEI, 1995). 
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A retenção de lipossomas na superfície corneal talvez represente o maior desafio para 

um sistema de liberação ocular de fármacos efetivo (MEISNER e MEZEI, 1995). 

Vários estudos têm demonstrado que a interação de uma carga superficial positiva nas 

vesículas pode prolongar o tempo de retenção precorneal, melhorando desta forma a 

biodisponibilidade ocular e aumentando a duração do efeito farmacológico. 

Shek e Barber (1987) sugeriram que lipossomas com carga superficial positiva podem 

formar uma adsorção mais estável devido à carga negativa do muco no epitélio corneal. 

Entretanto, alguns lipídeos positivos, p.e. estearilamina, parecem possuir toxicidade as células 

e ser irritante aos olhos. 

Outros pesquisadores têm empregado diferentes substâncias para formular vesículas 

com um maior tempo de retenção, habilidade de direcioná-las ao epitélio corneal ou a outros 

tecidos oculares. 

Embora, o mecanismo de adesão dos lipossomas à córnea ainda não estar totalmente 

esclarecido, existem algumas teorias, entre estas a ligação entre o muco e a carga superficial 

positiva das vesículas, formação de ligações químicas entre os análogos e a superfície celular, 

inibição da drenagem pelos lipossomas (MEISNER e MEZEI, 1995). 

 A baixa viscosidade das soluções coloidais tende a não permitir um tempo de retenção 

suficiente do fármaco na córnea (BOCHOT et al., 1998). Com base nisto, várias estratégias 

têm sido exploradas a fim de facilitar a adesão de lipossomas no globo ocular, levando ao 

prolongamento do tempo de retenção dos lipossomas na córnea e favorecendo a uma 

penetração mais ativa do fármaco no tecido ocular. Um dos métodos mais efetivos de 

modificação é a utilização de lipossomas com polímeros (KENO et al., 1999; CHANDAROY 

et al., 2001), os quais aumentam a viscosidade do meio dispersante proporcionando melhor 

adesão e, por extensão, maior tempo de contato das estruturas com a superfície dos tecidos 

(LEE, 1985; DURRANI et al., 1992; KENO et al., 1999; CHANDAROY et al., 2001). 
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Uma classe de polímeros que vem sendo extensivamente estudada é a dos 

Poloxâmeros, conhecidos comercialmente por PLU (Figura 4), os quais são copolímeros em 

blocos contendo unidade central de polioxipropileno (hidrofóbica) e duas unidades idênticas 

de polioxietileno (hidrofílicas), arranjados em uma estrutura básica (MILLER e DONOVAN, 

1982; VEYRIES et al., 1999; CHANDAROY et al., 2001; KABANOV et al., 2002; 

DESNOYER e MCHUGH, 2003). São solúveis em água, não iônicos e apresentam alta 

biocompatibilidade e solubilidade (VEYRIES et al., 1999; MORISHITA et al., 2001). A 

estabilidade e atoxicidade das soluções aquosas de PLU o tornam adequado como veículo 

para injetáveis (JOHNSTON e MILLER, 1985; GARCIA SAGRADO et al., 1994; VEYRIES 

et al., 1999).    

 

 

 

                                       

                                  

                                   Figura 4. Fórmula estrutural dos PLURONICS. 

 

  Dispersões de PLU apresentam características reológicas de termosensibilidade 

(SCHMOLKA, 1972), de forma que com o aumento da temperatura, ocorre a formação de 

micelas, de modo que a porção de polioxipropileno forma uma coroa circundada pela porção 

de polioxietileno dando origem a um sistema gel biodegradável (WANKA et al., 1990; 

WANKA et al., 1994; ANDERSON et al., 2001). A existência de uma fase aquosa e uma 

microfase micelar permite que fármacos lipofílicos sejam dissolvidos em concentrações 

maiores quando comparado a soluções aquosas (SAETTONE et al., 1988; JAFERT et al., 

1994; LEE et al., 1997). No organismo, o gel atrai água e se dissolve causando a liberação do 
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fármaco, a qual é dependente da dissolução do gel (ANDERSON et al., 2001). Segundo Jeong 

et al. (2002) esta dependência da temperatura na formação de micelas é muito importante na 

liberação de fármacos sob vários aspectos, pois abaixo da temperatura micelar crítica (TMC) 

o equilíbrio é deslocado para a formação de monômeros de PLU e fármaco livre, enquanto 

que em temperaturas mais altas o equilíbrio favorece a formação de micelas esféricas 

contendo o fármaco livre e, reduzindo, desta forma, o número de monômeros não associados 

em solução. A fase líquida-fase gel, também é extremamente dependente da concentração de 

PLU (EDSMAN et al., 1998; JEONG et al., 2002) e pode ser alterada por sais (PANDIT e 

KISAKA, 1996). 

 Na temperatura ambiente, as dispersões de PLU apresentam-se em solução, entretanto, 

quando esta é instilada na superfície do olho ou injetada no vítreo, a elevação da temperatura 

proporciona a transição sol-gel, prolongando o tempo de contato do fármaco com os tecidos 

locais (LE BOURLAIS et al., 1995; WEI et al., 2002).  

A associação de lipossomas contendo o fármaco com o copolímero termosensível 

PLU, pode promover desta forma a liberação prolongada da substância ativa no local da 

infecção (JAMSHAID et al., 1988; WOODLE et al., 1992; CHANDAROY et al., 2001), além 

de favorecer a retenção de lipossomas na superfície ocular e uma melhora da atividade do 

fármaco no vítreo. 
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FÁRMACO - VC 

  A vancomicina (Figura 5) é um antibiótico glicopeptídico tricíclico e com peso 

molecular de aproximadamente 1500 Daltons (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2001; THE 

MERCK INDEX, 2001; MARTINDALE, 2002; USP, 2002).  

                                     

 

 

                                      Figura 5. Fórmula estrutural da vancomicina. 

 

Suas características organolépticas e físico-químicas incluem: cor castanha clara, 

pouco odor, pó higroscópico. Possuí 3 grupos de fenóis ionizáveis (pKa=7,2; 8,6 e 9,6), um 

grupo ácido carboxílico (pKa=2,9) e 2 grupos amina (pKa=10,4 e 11,7) (BERTHOLD et al., 

1996). Na forma de cloridrato é altamente solúvel em água e insolúvel em éter e em 

clorofórmio. Apresenta pH de 2,5-4,5 em solução aquosa a 5%. As soluções são mais estáveis 

em pH 3,0-5,0 (USP, 2002). 

A vancomicina é ativa primariamente contra cocos gram-positivos, sendo altamente 

eficaz contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (ROTH e FLYNN, 1997; 

CHAMBERS, 2001; MARTINDALE, 2002). A maioria dos estafilococos patogênicos, 

incluindo os produtores de beta-lactamase e os resistentes a nafcilina são destruídos em 
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concentrações de 10 µg/mL ou menos. Os mutantes resistentes são muito raros em populações 

susceptíveis, e a resistência clínica desenvolve-se muito lentamente (JAWETZ, 1995). 

Segundo Chambers (2001) a vancomicina é um dos únicos antibióticos, o qual o 

Staphylococcus sp. é altamente sensível. A vancomicina atua também contra Streptococcus 

sp. (S. pyogenes, S. pneumoniae, S. viridans e S. bovis), Enterococcus sp. (Enterococcus 

faecalis), Clostridium difficile e Corynebacterium sp. Entretanto, não exerce atividade contra 

bacilos gram-negativos e micobactérias (CUNHA e RISTUCCIA, 1983; KOROLKOVAS, 

1999). Agente bactericida para a maioria dos microrganismos gram-positivos e 

bacteriostáticos para Enterococcus sp (KOROLKOVAS, 1999). 

O mecanismo de ação deste antibiótico consiste em inibir a síntese da parede celular 

de bactérias sensíveis ligando-se com alta afinidade ao terminal D-alanil-D- alanina, precursor 

da parede celular bacteriana, provocando assim a destruição da célula por lise (CHAMBERS, 

2001), também exerce efeito atuando na destruição da membrana citoplasmática do 

protoplasma e inibindo a síntese do RNA bacteriano (ZANINI et al., 1997; MARTINDALE, 

2002). 

Segundo Chambers (2001), a vancomicina é pouco absorvida após administração oral, 

e altas concentrações são excretadas nas fezes. A administração intramuscular está associada à 

dor e necrose tissular, enquanto que a administração intravenosa está associada a severos 

efeitos colaterais, sendo os mais relevantes a oto e a nefrotoxicidade (BAILU e NEAL, 1988; 

CHAMBERS, 2001; MARTINDALE, 2002).  

Em oftalmologia, este fármaco é um dos antibióticos mais utilizados no tratamento da 

endoftalmite (ROTH e FLYNN, 1997), inflamação dos tecidos intraoculares em resposta a 

alguma injúria originada de infecção, trauma, reação imune, mudanças físicas ou químicas, 

vasculite ou neoplasma (HOMER et al., 1975; KRESLOFF et al., 1998), sendo caracterizada 

por dor e sinais inflamatórios do segmento anterior e/ou posterior (KRESLOFF et al., 1998).  
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Quando a causa desta enfermidade é bacteriana, o agente etiológico mais comum é o 

Staphylococcus aureus e o Staphylococcus epidermidis (HOMER et al., 1975; ROTH e 

FLYNN, 1997), a infecção progride rapidamente podendo resultar em perda completa da 

visão ou até mesmo do olho. Apesar do tratamento com antibióticos e corticoesteróides o 

prognóstico é ruim devido à baixa penetração destes fármacos no compartimento vítreo 

quando administrados via sistêmica, subconjuntival ou tópica. A administração intravitreal de 

antibióticos resistentes a cepas de Staphylococcus sp., como a vancomicina (WISE, 1973; 

ROTH e FLYNN, 1997; JACQUIN et al., 2001), parece ser uma opção muito promissora e 

interessante no tratamento da endolftalmite, haja vista que a maioria dos antibióticos 

administrados por vias indiretas, como a parenteral, apresenta uma baixa difusão no vítreo 

quando comparada a altas concentrações adquiridas após a administração intravitreal de 

fármacos, além do surgimento rápido de cepas de Staphylococcus sp. resistentes aos 

antibióticos já existentes (HOMER et al., 1975; ROTH e FLYNN, 1997; JACQUIN et al., 

2001). O grande problema da administração intravitreal de fármacos está no fato de que, 

dependendo da patologia, às vezes fazem-se necessárias injeções repetidas para manter a 

concentração efetiva do fármaco no compartimento vítreo, o que leva a uma certa rejeição por 

parte do paciente (HOMER et al., 1975; BOCHOT et al., 2000). 

Sendo assim, torna-se relevante estudar sistemas capazes de proporcionar uma 

liberação prolongada do VC no compartimento vítreo colaborando para um tratamento de 

melhor adesão, reduzindo dose e os efeitos colaterais do fármaco já mencionados 

anteriormente neste trabalho.  
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OBJETIVO GERAL: 

 Desenvolver lipossomas contendo VC veiculados em copolímero termosensível (PLU) 

como um sistema de liberação prolongada na cavidade vítrea do globo ocular.  

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:   

           1. Obter lipossomas contendo VC a partir de fosfatidilcolina de soja hidrogenada 

(PCH) e veiculados em PLU; 

 2. Caracterizar físico-quimicamente o sistema obtido; 

3. Estudar o comportamento reológico das dispersões de PLU; 

4. Avaliar o perfil de liberação do VC in vitro; 

5. Avaliar o perfil de liberação do VC in vivo. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 
MATERIAL 

 
1. Substâncias, Reagentes, Matérias-primas e Solventes 

- Acetonitrila (Bayer®, Alemanha) 

- Ágar sangue (Merck®, Alemanha) 

- Água deionizada Milli Q 

- Álcool etílico absoluto p.a. (Synth®, Brasil) 

- Álcool metílico absoluto p.a. (Synth®, Brasil) 

- Cloridrato de cetamina solução injetável (Cristália®, Brasil) 

- Cloridrato de vancomicina 500 mg na forma de pó liofilizado para solução injetável (União 

Química®, Brasil) 

- Cloridrato de xilazina solução injetável (Cristália®, Brasil) 

- Clorofórmio p.a  (Synth®, Brasil) 

- Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, Epikuron 200 SH® (Lucas Meyer, Alemanha) 

- Fosfato de amônio monobásico (Merck®, Alemanha) 

- Meio líquido estéril de infusão cérebro-coração (BHI) (Merck®, Alemanha) 

- Pentobarbital solução injetável (Cristália®, Brasil) 

- Pluronic® F127 (Sigma Chemical Co®, Estados Unidos da América) 

- Sephadex G-50 (Merck®, Alemanha) 

- Soro fisiológico estéril (Equiplex®, Brasil) 

- Tris (hidroximetil) aminometano p.a. (Sigma Chemical Co®, Estados Unidos da América) 
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2. Equipamentos e Acessórios 

- Agitador de tubos - Phoenix® - mod. AT 56  

- Agitador magnético - Fisatom® - mod. 713 

- Aparelho para Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (LC Star/PDA - Varian®), com 

duas bombas de injeção de solvente (Prostar®/Dynamax® 2.4), controle automático de fluxo, 

detector espectrofotométrico com fotodiodo (Prostar® 330 UV-VIS PDA), forno controlador 

de temperatura da coluna, sistema de integração Star® e sistema de injeção (Rheodyne®, VS 

7125) com loop de 100 µL 

- Aparelho para espalhamento dinâmico de luz: Fonte de laser He-Ne 10mW (Hughes® - 

USA); auto correlator 64 canais, software (BrookHaven) 

- Areômetros - Incoterm® 

- Balança analítica standard - Ohaus® 

- Balança semi-analítica - Gehaka® 

- Banho criotermostático - Quimis® 

- Barras de agitação magnética 

- Bomba de vácuo - Tecnal® 

- Centrífuga - Eppendorf ® - mod. 5415 D 

- Centrífuga - Hitachi® - mod. CP 80 β 

- Coluna para Cromatografia Líquida de Alta Efciência RP - 18 (Merck® - LiChrospher® 

5µm), com dimensões de 250 X 4,6 mm  e pré-coluna embutida 

- Copo de vidro transparente com dupla parede para  entrada e saída de água 

- Cubetas para espectrofotometria, capacidade de 4mL, caminho óptico de 1cm - Spectrocell® 
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- Dessecador de vidro 

- Estufa de secagem - Fanen® - mod. 315 SE  

- Espectrofotômetro de arranjo de diodo UV - VIS - Hewlett Packard® - mod. 8453 

- Espectrofotômetro de UV - VIS - Hitachi® - mod. U - 2000  

- Evaporador rotativo - Marconi® - mod. MA 120 

- Liofilizador - Edwards® - mod. Modulyo 

- Membrana de acetato de celulose 

- Membrana de policarbonato 0,20 µm - Millipore® 

- Microsseringas - Hamilton® 

- pHmetro de bancada - Quimis® - mod. Q-400 M2 

- Pipetas de Pasteur 

- Pipetador automático capacidade 10, 100 e 1000 µL - Gilson® 

- Placas de Petri 

- Purificador de água Milli - Q Plus - Millipore® 

- Refratômetro de Abbé - Atago® 

- Seringa de 1,0 mL com agulha de 27 e 30 Gauge (G) 

- Sonicador (Sonicator - Ultrasonic Liquid Processor, Heat Systems - mod. XL 2020)  

- Suporte para filtração - Millipore® 

- Tubos de centrífuga 10 mL - Sorvall® 

- Tubos de ensaio 

- Tubos de sonicação (7 cm x 2,5 cm, 3 mm de parede interna) 

- Tubo de vidro 29 cm x 2,5 cm para coluna cromatográfica 
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- Vidrarias de uso em laboratório (béquer, pipetas graduada e volumétrica, proveta, kitasato, 

balão volumétrico, erlenmeyer) 

- Viscosímetro Digital Rotativo (Visco Star L-P Select® - mod. V 10003) 

 

3. Outros Materiais 

- Máquina fotográfica digital Sony® 

- Oftalmoscópio ri-star® 

- Staphylococcus epidermidis (ATCC 1755) 

 

4. Animais de Laboratório 

- Coelhos albinos (Fêmeas da raça Nova Zelândia) 
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MÉTODOS 

 
1. Metodologia analítica para a determinação de VC 

 

1.1. Espectrofotometria de UV-VIS 

1.1.1. Espectro de máxima absorção do VC 

Preparou-se uma solução padrão de VC a 200 µg/mL a partir de uma solução estoque 

contendo 1000 µg/mL de VC em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 . Efetuou-se o espectro de 

varredura no intervalo entre 200 e 600 nm para verificar a região de comprimento de onda que 

resulta em maior absorção do VC. 

 

1.1.2. Curva padrão do VC 

A curva padrão do VC em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 e em metanol foi construída a 

partir de uma solução estoque contendo 1000 µg/mL de VC. Alíquotas da solução estoque 

foram adicionadas a 2,0 mL de tampão e metanol  diretamente na cubeta do espectrofotômetro 

de modo a obter concentrações na faixa de 9 a 450 µg/mL (em tampão Tris-HCl) e de 29 a 

197 µg/mL (em metanol). A cada adição, homogeneizava-se a solução na própria cubeta e 

procedia-se diretamente a leitura da absorbância em comprimento de onda de 280 nm, contra 

um branco de Tris ou metanol. 

As análises foram realizadas em triplicata e a curva padrão foi construída com a média dos 

valores das absorbâncias lidas para cada concentração. Posteriormente, elaborou-se o gráfico 

relacionando a absorbância em função da concentração de VC. Com os valores experimentais 

obtidos a curva padrão foi calculada pela seguinte equação: 

Abs 280 = a [VC] + b 

Sendo: Abs = absorbância do fármaco obtida em 280 nm; 
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          a = coeficiente angular da reta; 

          b = intercepto da curva em relação ao eixo da absorbância do fármaco280; 

          [VC] = concentração de VC. 

 

1.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

1.2.1. Condições cromatográficas (DEL NOZAL et al., 1996 adaptado) 

- Coluna: RP C18 (Merck® - LiChrospher® 5µm), com dimensões de 250 x 4,6 mm  e 

pré-coluna embutida 

- Temperatura da coluna: 25°C 

- Vazão: 0,7 mL/min 

- Pressão: 140 bars 

- Detector UV - VIS com fotodiodo  

- λ = 280 nm 

- Velocidade do papel: 0,63 cm/min 

- Eluição: isocrática 

- Fase móvel: tampão fosfato 0,05 M com 10% de acetonitrila (pH=4,0), pH final  

ajustado para o valor de 4,0 com HCl e NaOH 0,01 M 

- Volume de injeção: 100 µL 

- Tempo de corrida: 20 min 

 

   A fase móvel foi preparada com acetonitrila e água purificada em sistema "Milli-Q". 

A mistura obtida foi filtrada (membrana de teflon de 0,45 µm) e deaerada sob sonicação por 

45 minutos.  
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1.2.2. Curva padrão do VC por CLAE 

A curva padrão do VC foi construída a partir de uma solução estoque contendo 1000 

µg/mL de cloridrato de VC em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2. Foram obtidas diluições do 

fármaco de modo a se obter concentrações na faixa de 6 a 650 µg/mL. Estas soluções foram 

filtradas em membrana de policarbonato (0,20 µm) e analisadas por CLAE, utilizando as 

condições cromatográficas especificadas no item 1.2.1. Para cada concentração foram 

realizadas três determinações. Os resultados foram utilizados para o cálculo da regressão 

linear, obtenção da equação da reta e do coeficiente de correlação. 

A curva padrão foi calculada pela seguinte equação: 

Área do pico 280 = a [VC] + b 

Sendo: Área do pico 280 = área do pico do fármaco obtida em 280 nm; 

          a = coeficiente angular da reta; 

          b = intercepto da curva em relação ao eixo da área do pico280; 

    [VC] = concentração de VC. 

 

2. Obtenção das dispersões de PLU 

 As dispersões de PLU foram obtidas através do método a frio descrito por Schmolka 

(1972), usando-se 5; 7,5; 10; 12,5 e 15% (p/p) de copolímero em tampão Tris-HCl 10 mM pH 

7,2. Quantidades apropriadas de PLU foram adicionadas em solução tampão Tris a 5ºC para 

dispersão. As dispersões foram armazenadas sob refrigeração até completa dissolução do 

copolímero. Posteriormente, as amostras foram mantidas sob refrigeração para conservação e 

facilidade de manuseio. 
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3. Estudo reológico das dispersões de PLU 

       Amostras de 100 g de cada preparação de PLU foram colocadas em um copo de vidro 

transparente (4,5 cm x 10 cm) de dupla parede com entrada e saída de água na temperatura de 

34,5 ± 0,5°C, controlada pelo banho criotermostático. 

      O estudo reológico foi conduzido com viscosímetro rotativo (Visco Star-LP Select), o 

qual permite medir eletronicamente a força de torção necessária para superar a resistência da 

rotação já convertida em viscosidade na unidade de mPa.s.  Para as preparações a 5; 7,5 e 10% 

(p/p) de PLU utilizou-se um cilindro característico de fluídos mais líquidos (L1), já para a 

preparação a 15% (p/p) um cilindro característico de fluídos mais viscosos (L4). 

      Os dados foram obtidos em triplicata e representados na forma de gráficos, no qual o eixo 

das abcissas representa a velocidade (tensão de cisalhamento) e o eixo das ordenadas a 

viscosidade.  

 

4. Preparação dos lipossomas  

• Formação do filme lipídico 

Em um tubo de sonicação foram adicionados 150 mg de PCH dissolvida em 1,0 mL de 

clorofórmio. A evaporação do solvente foi promovida com movimentos rotatórios do tubo sob 

uma corrente de nitrogênio, ocorrendo a formação do filme lipídico nas paredes do tubo. 

Colocou-se em seguida o tubo com o filme lipídico em dessecador a vácuo até eliminação do 

solvente por 12 horas. 

 

• Hidratação do filme lipídico 

Após ser retirado do dessecador, o tubo contendo o filme lipídico foi hidratado com 4,0 

mL de tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2. Durante 45 minutos o tubo foi deixado em repouso a 
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fim de promover a hidratação do filme lipídico. Obteve-se uma dispersão contendo 50 mM de 

PCH como concentração final. 

 

• Dispersão do filme lipídico 

Ao término do período de hidratação, o tubo foi levado a um agitador do tipo vórtex até o 

completo desprendimento do filme lipídico das paredes do tubo. Este procedimento originou 

uma dispersão turva, leitosa. 

 

• Obtenção de Vesículas Unilamelares Pequenas (SUVs) 

SUVs foram obtidas através da sonicação da dispersão lipídica formada anteriormente. 

Para tanto, utilizou-se as seguintes condições experimentais: potência de aproximadamente 

200 W e pulsos de sonicação de 1 minuto. O perfil de formação de SUVs foi acompanhado 

medindo-se a diminuição da turbidez da amostra por espectrofotometria em 410 nm, até 

valores constantes. 

Após a sonicação, a dispersão de SUV obtida foi centrifugada a 3.900 rpm por 15 

minutos, a fim de eliminar o resíduo de titânio liberado pela haste do sonicador. 

 

5. Preparação de lipossomas contendo PLU 

Para a obtenção de lipossomas contendo PLU a 5; 7,5; 10; 12,5 e 15% (p/p) (GASPAR, 

2003) seguiu-se o mesmo procedimento descrito no item 4 entretanto os filmes lipídicos 

foram hidratados com 4,0 mL de dispersões de PLU a 5; 7,5; 10; 12,5 e 15% (p/p), 

respectivamente. O perfil de formação das vesículas contendo PLU a 12,5 e 15% (p/p) não 

pode ser determinado devido à formação de um gel altamente viscoso de difícil manuseio 

antes e após a sonicação. Assim sendo, optou-se por trabalhar com concentrações de 

copolímero de 5; 7,5 e 10% (p/p). 
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6. Preparação de lipossomas contendo VC 

Para a obtenção de lipossomas contendo VC seguiu-se o mesmo procedimento descrito no 

item 4.  Entretanto o filme lipídico foi hidratado com 4,0 mL de uma solução de VC em 

tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 na concentração de 10 mg/mL. 

 

7. Preparação de lipossomas contendo VC e PLU 

Pesou-se exatamente 40 mg de VC e dissolveu-se em dispersões de PLU na concentração 

de 5; 7,5 e 10% (p/p). Cada filme lipídico foi hidratado com 4,0 mL destas soluções, 

respectivamente.  

O método de obtenção de lipossomas foi o mesmo descrito anteriormente (item 4). 

 

8. CARACTERIZAÇÃO DOS LIPOSSOMAS 

8.1. Separação do fármaco não encapsulado 

 A separação do VC não encapsulado nos lipossomas foi efetuada através da 

cromatografia de exclusão (DE NOBILI et al., 1989; MACHADO et al., 2001). 

 Primeiramente, foi preparada uma coluna de Sephadex com a finalidade de separar o 

cloridrato de vancomicina não encapsulado obtido na formação de lipossomas com este 

fármaco. Pesou-se 10,0 g de Sephadex G-50, os quais permaneceram por 12 horas com água 

purificada, suficiente para a hidratação. Depois de hidratada, a solução de Sephadex foi 

deaerada durante 30 minutos em um compressor a vácuo, posteriormente foi realizado o 

empacotamento da coluna. Com um tamanho de 29 cm de altura por 2,5 cm de diâmetro, a 

coluna foi empacotada, ou seja, a solução de Sephadex previamente hidratada foi passada para 

a coluna atingindo uma altura de 29 cm. 

Após o empacotamento, lavou-se a coluna com aproximadamente 400 mL de tampão Tris- 

HCl 10 mM pH 7,2. Posteriormente, foram aplicados 2,0 mL de lipossomas isentos de 
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fármaco sobre a coluna, com a finalidade de saturar todos os sítios de ligação do Sephadex. O 

meio de eluição foi sempre tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2. O fluxo pela coluna foi de 

aproximadamente 2,0 mL/min. O experimento foi realizado na temperatura de 25 ± 2°C. 

Dois mL da preparação de lipossomas contendo VC foram aplicados sobre a coluna, e a 

eluição foi promovida pelo tampão Tris. Uma vez aplicada a amostra, teve início a coleta de 

frações eluídas. Foram coletadas 60 frações de aproximadamente 2,0 mL. 

Cada fração foi levada ao espectrofotômetro e sua absorbância lida em 2 comprimentos de 

onda: 410 e 280 nm. Em 410 nm observa-se o perfil de eluição dos lipossomas e em 280 nm é 

possível acompanhar o perfil de eluição do fármaco. 

O mesmo procedimento foi realizado para lipossomas contendo fármaco (10 mg/mL) e 

concentrações de copolímero de 5; 7,5 e 10% (p/p) em Tris, entretanto a coluna foi 

previamente saturada com lipossomas isentos de fármaco, mas adicionados de PLU na 

respectiva concentração de interesse. 

 

8.2. Determinação da Eficiência de Encapsulação 

 As frações que apresentaram turbidez em 410 nm correspondem às frações contendo 

lipossomas. Após esta verificação, todas as frações contendo lipossomas foram reunidas e 

liofilizadas. O resíduo total foi pesado e uma alíquota de 20 mg das frações liofilizadas, 

diluída adequadamente em 2,5 mL de metanol (solvente que proporciona a ruptura dos 

lipossomas para que o fármaco encapsulado seja liberado na solução). Em cubeta de quartzo, 

adicionou-se 1,5 mL da preparação anterior e diluiu-se com mais 0,5 mL de metanol, sendo a 

concentração de VC determinada espectrofotometricamente. Utilizou-se um branco de 

lipossomas vazios liofilizados e submetidos ao mesmo tratamento para cada amostra. A 

quantidade de VC encapsulado foi determinado utilizando-se a curva padrão do fármaco em 

metanol em 280 nm. 
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8.3. Encapsulação do VC no sistema (lipossomas contendo fármaco e PLU) 

 Com o intuito de se estudar a encapsulação do VC optou-se por trabalhar com o 

sistema que será utilizado para avaliação in vivo, lipossomas contendo fármaco e PLU 10% 

(p/p). Vesículas contendo VC em diferentes concentrações (2; 5; 7,5; 10; 12,5, 15 e 20 

mg/mL) veiculadas em gel de PLU 10% (p/p) foram obtidas sendo a separação do fármaco 

não encapsulado e a eficiência de encapsulação determinados conforme metodologias 

propostas nos itens 8.1 e 8.2.  

 

8.4. Índice de Refração dos lipossomas 

 A determinação do índice de refração dos lipossomas foi realizada conforme a 

Farmacopéia Brasileira 4ª Ed. (1988). O refratômetro de Abbé foi aferido a 20°C com água 

bidestilada e tratada em aparelho Millipore (índice de refração 1,3325). O experimento foi 

realizado a 20°C e as análises foram obtidas em triplicata. 

 

8.4.1. Diâmetro Médio das Partículas dos Lipossomas 

 A análise do tamanho dos lipossomas foi realizada através da técnica de espalhamento 

de luz (Dynamic Light Scattering), também denominada espectroscopia de correlação de 

fótons (PCS). 

 Esta técnica fornece o raio hidrodinâmico de partículas coloidais, o qual pode ser 

calculado pela equação de Einstein-Stokes através da qual se determina o coeficiente de 

difusão das gotículas através da variação do espalhamento de luz causado pelo movimento 

Browniano das gotículas. O cálculo é obtido pela equação de Einstein-Stokes: 
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D= KT/6πηrh 

em que, K é a constante de Boltzmann (1,3807 X 10-16 ergK-1), T a temperatura absoluta (293 

K), π (3,141516), η a viscosidade do meio (1,002 cps) e rh o raio hidrodinâmico. Como o rh 

aumenta quando o coeficiente de difusão diminui, é necessário realizar diluições das amostras 

a fim de que a concentração das gotículas não interfira na difusão. Deve-se ter um cuidado 

especial com a temperatura e viscosidade uma vez que uma pequena variação desses 

parâmetros pode causar erro nas determinações de tamanho (NEW, 1990).  

 A técnica de PCS consiste em atravessar determinada amostra com um feixe de laser, 

de modo que as gotículas presentes no meio espalhem a luz. A luz espalhada é captada como 

sinal que é enviado ao correlator, no qual é feito o processamento dos dados. Estes são 

enviados para um computador onde um software realiza os cálculos fornecendo os valores de 

tamanho médio e índice de polidispersidade, entre outros (NEW, 1990). 

 A análise do diâmetro das vesículas foi realizada no laboratório de físico-química do 

Instituto de Química de Araraquara/SP, com o auxílio de um analisador de partículas por 

espalhamento de luz, BROOKHAVEN – fonte de laser He-Ne 10mW, λ=532 nm -HUGHES; 

auto correlator de 64 canais.  

 

8.4.2. Preparo das amostras para avaliação por espalhamento de luz 

 Para este ensaio, 200 µL de cada preparação de lipossomas foram diluídos com 5,0 mL 

de tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 e, posteriormente, filtrados em membrana de 

policarbonato com poros de 0,20 µm de diâmetro e analisadas em analisador de partículas 

Brookhaven. 

As preparações foram mantidas em frascos de cintilação isentos de poeira. Os frascos 

foram colocados na câmara de análise de modo que o feixe de laser atravessasse a dispersão 
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em toda a sua extensão. A luz espalhada foi captada por um fotomultiplicador posicionado a 

90° do feixe de laser que aumenta o sinal captado e o envia para um sistema correlator onde 

os cálculos são processados e enviados ao computador. A temperatura do sistema foi mantida 

a 20°C, o comprimento de onda do laser foi de 532 nm e o índice de refração variou de acordo 

com cada amostra analisada.  

 Foram realizadas 10 determinações de diâmetro para cada amostra e calculado o 

desvio padrão e o coeficiente de polidispersibilidade, com duração total de 5 minutos. 

 

9. Ensaio de liberação in vitro 

 O ensaio de liberação in vitro do VC foi determinado em sistema estático, através da 

membrana de acetato de celulose. Utilizou-se o esquema proposto pela Farmacopéia 

Americana (USP XXIII, 1995) modificada para a cubeta do espectrofotômetro com 1 cm de 

caminho óptico e 3 mL de volume do receptor (Figura 6) (ANDRÉO-FILHO, 1999).  

Pipetou-se 100 µL da dispersão de lipossomas (equivalente a 1 mg de VC) para que se 

estabelecessem as condições sink de ensaio. Esta amostra foi distribuída sobre a membrana, 

evitando a formação de bolhas. O cilindro foi acoplado a célula de difusão com fase receptora 

a 35 ± 0,5°C. O mesmo ensaio foi realizado para o VC livre a fim de se determinar o perfil de 

dissolução do mesmo. A simulação das condições sink normalmente é obtida, usando-se um 

grande volume de meio de dissolução, ou mecanismos pelos quais o meio de dissolução é 

constantemente reposto com solvente puro, de modo que a concentração do soluto não 

alcance mais do que 10 a 15% da usa solubilidade máxima. De acordo com THE MERCK 

INDEX (2001) a solubilidade do VC em água é maior que 100 mg/mL. 

O ensaio também foi realizado com a preparação de lipossomas vazios para verificar a 

possível interferência da PCH na quantificação do VC por espectrofotometria. 
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 No esquema da figura 6 observa-se um suporte de vidro, colocado na cubeta do 

espectrofotômetro, de modo que a membrana de acetato de celulose presa na extremidade do 

suporte fique em contato com o meio receptor contida na cubeta. A membrana de acetato de 

celulose é presa ao suporte e sobre ela é colocada a amostra a ser analisada. Sobre a parte 

superior da cubeta o sistema é fechado por meio de uma tampa envolta por parafilme. 

 

                             

Figura 6. Representação esquemática do sistema de liberação in vitro adaptado à cubeta do 

espectrofotômetro (ANDRÉO-FILHO, 1999). 

 

As condições experimentais foram: temperatura de 35 ± 0,5°C, membrana de acetato 

de celulose (A=0,28 cm2), aplicação de 100 µL de cada amostra sobre a membrana 

(equivalente a 1 mg de fármaco), como meio receptor foi utilizado 2,5 mL de tampão Tris-

HCl 10 mM pH 7,2 e quantificação do VC em 280 nm. A agitação magnética foi mantida 

durante todo o processo e as leituras foram feitas com intervalo de 5 minutos na primeira hora 

e 30 minutos nos momentos seguintes, sendo 720 minutos o tempo total do ensaio. As 

amostras foram analisadas em triplicata. 

            

 



Material e Métodos                                                                                                                 40                 

Bruna Juliana Wanczinski 
 
 

10. Efeito de lipossomas de vancomicina na infecção experimental 

  Lipossomas contendo VC 10 mg/mL em gel de PLU 10% (p/p) foram filtrados em 

membrana de policarbonato com poros de 0,20 µm de diâmetro para um frasco de vidro 

previamente esterilizado por autoclavagem. Induziu-se endoftalmite experimental através da 

inoculação de 1,0 x 107 UFC/0,1 mL de Staphylococcus epidermidis (ATCC 1755) na 

cavidade vítrea de olhos direito de coelhos (n=30), pesando cerca de 2,0-3,0 kg. Após 24 

horas da inoculação do microrganismo, os coelhos apresentaram equimose e inflamação 

(endoftalmite tipo moderada). Os animais foram anestesiados com uma mistura de solução de 

cloridrato de cetamina (30 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) via intramuscular. 

Aplicou-se 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC) da dispersão de lipossomas no corpo vítreo 

dos coelhos (n=10).  Utilizou-se como referência 0,1 mL de solução de VC, sendo aplicada 

também no corpo vítreo dos coelhos (n=10). Os 10 coelhos restantes foram utilizados como 

controle. Em intervalos de tempo pré-determinados foi realizada a análise clínica nos olhos 

dos animais com o objetivo de se verificar a regressão da infecção. A avaliação clínica incluiu 

inspeção, oftalmoscopia indireta, fotografias do segmento anterior e do fundo ocular e foram 

realizadas diariamente até o 3º dia após a injeção do VC livre e encapsulado, quando os 

coelhos foram sacrificados.  O experimento foi realizado no Hospital das Clínicas localizado 

em Ribeirão Preto/SP em colaboração com o oftalmologista Dr. José Augusto Cardillo. 

 

11. Ensaio Microbiológico 

11.1. Endoftalmite experimental em coelhos 

 Uma cepa específica de S. epidermidis (ATCC 1755) foi armazenada em placas de 

ágar sangue em meio refrigerado. 

Para a reativação do inóculo, os microrganismos foram retirados das placas e 

suspendidos em 5 mL de meio líquido estéril de infusão cérebro-coração. O meio líquido foi 
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deixado por 12 horas em estufa a 37°C para o crescimento bacteriano. A fim de mensurar o 

número de bactérias no meio foi determinada a sua densidade óptica (D.O600) sendo 

considerada ótima para diluição quando igual a 0,9. Para isso, os 5 mL anteriores foram 

diluídos em 50 mL de meio líquido estéril de cérebro-coração e deixados em agitação a 37°C 

para as sucessivas aferições de densidade óptica. As diluições a partir da suspensão com 

densidade de 0,9 obtidas foram realizadas com soro fisiológico estéril até que a concentração 

tivesse valor de 1,0 x 107 UFC/0,1 mL. 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de solução de cloridrato de cetamina 

(30 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) via intramuscular.     

A endoftalmite foi induzida por injeções intravítreas (0,1 mL) a cerca de 2 mm do 

limbo com suspensão do inoculo contendo 1,0 x  107 UFC/0,1 mL de S. epidermidis, em cada 

olho direito dos coelhos através de agulha de 30 G.  

 

11.2. Análise microbiológica 

 Para este estudo, 45 coelhos tiveram seus olhos infectados conforme descrito 

anteriormente (item 11.1). Estes coelhos foram divididos em 3 grupos, nos quais 15 coelhos 

receberam a administração intravítrea de lipossomas; 15 coelhos receberam a administração 

intravítrea de solução aquosa de VC e os outros 15 coelhos receberam uma injeção intravítrea 

de solução salina sendo utilizados como controle. Cinco coelhos de cada grupo foram 

utilizados diariamente até o 3º dia após a injeção. Os coelhos foram sacrificados sob anestesia 

geral com pentobarbital e tiveram o gel vítreo dos seus olhos direitos dissecados de maneira 

estéril e agitados vigorosamente. De cada espécime vítrea foram aspiradas duas amostras de 

0,3 mL das quais 0,1 mL foi cultivada em placa de ágar sangue, e os outros 0,2 mL foram 

plaqueados de forma seriada (0,1 mL em diluição de 10-2 e 0,1 mL em diluição de 10-4). As 

placas foram armazenadas em estufa por 24 horas a 37°C para posterior contagem das 



Material e Métodos                                                                                                                 42                 

Bruna Juliana Wanczinski 
 
 

colônias. Foram retiradas de cada vítreo dissecado duas amostras de 0,3 mL para prova e 

contra-prova do estudo. 

 

12. Determinação da quantidade de VC no humor vítreo e aquoso em função do tempo 

 0,1 mL de lipossomas contendo VC 10 mg/mL em gel de PLU 10% (p/p) (equivalente 

a 1 mg de fármaco) foi administrado no corpo vítreo de coelhos albinos fêmeas da raça Nova 

Zelândia (n=18), previamente anestesiados com uma mistura de solução de cloridrato de 

cetamina (30 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) via intramuscular. O perfil de 

liberação do fármaco neste sistema in vivo foi determinado a partir da coleta de amostras do 

humor vítreo (n=18) e aquoso (n=18), em intervalos de 24 horas, por um período de 6 dias. 

 Após o término de cada experimento os animais foram sacrificados e o conteúdo 

vítreo e aquoso coletados para análise. As amostras foram então armazenadas sob refrigeração 

(-85°C). Posteriormente, estas foram centrifugadas a 16000 rpm por 20 minutos. O 

sobrenadante foi filtrado em membrana de policarbonato 0,20 µm e injetado no cromatográfo 

líquido de alta eficiência, utilizando as condições cromatográficas especificadas no item 1.2.1. 

O mesmo procedimento foi realizado para a quantificação do fármaco livre, isto é não 

encapsulado em lipossomas, no humor vítreo e aquoso. 

 A quantificação de fármaco das amostras foi realizada a partir da equação da reta 

obtida conforme descrito no item 1.2.2. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Metodologia analítica para a determinação de VC 

1.1. Espectrofotometria de UV-VIS 

1.1.1. Espectro de máxima absorção do VC 

O comprimento de onda de máxima absorção do VC, na concentração de 200 µg/mL 

em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2, observado na varredura foi a região de 280 nm (Figura 

7) . 

 

 
 

Figura 7. Determinação do comprimento de onda de máxima absorção do VC em tampão 

Tris-HCl 10 mM pH 7,2. 

  

 

1.1.2. Curva padrão do VC no UV-VIS 

Foram preparadas 3 curvas padrão com objetivos distintos. A curva padrão obtida em 

tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 (Figura 8) teve como objetivo determinar a concentração de 

VC no meio de dissolução, onde foi realizado o teste para a determinação do perfil de 

liberação in vitro. 
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Tabela 1. Variação da absorbância (Abs) com a concentração de VC em tampão Tris-HCl 10 

mM pH 7,2. As determinações foram obtidas em triplicata por espectrofotometria em 280 nm. 

Concentração (µg/mL) Abs (média, n=3 ) DP CV (%) 

9,90 

19,60 

29,12 

0,0143 

0,0560 

0,0930 

0,0038 

0,0028 

0,0042 

26,5 

5,0 

4,52 

47,61 0,1715 0,0078 4,55 

65,42 0,2430 0,0155 6,38 

78,34 0,2950 0,0198 6,71 

99,09 

107,14 

0,3815 

0,413 

0,0247 

0,0269 

6,47 

6,51 

126,63 0,4945 0,0304 6,15 

145,29 0,5685 0,0346 6,09 

180,32 0,709 0,0438 6,18 

196,78 0,7755 0,0502 6,47 

227,79 0,8995 0,0502 5,58 

256,50 

270,07 

275,36 

280,58 

290,78 

300,70 

310,34 

319,73 

328,86 

337,74 

346,41 

354,83 

363,06 

371,07 

450,10 

1,0155 

1,0695 

1,0900 

1,1090 

1,1505 

1,1905 

1,2270 

1,2635 

1,3005 

1,3335 

1,3675 

1,4020 

1,4330 

1,4645 

1,7800 

0,0545 

0,0572 

0,0579 

0,0609 

0,0615 

0,0672 

0,0665 

0,0643 

0,0629 

0,0671 

0,0629 

0,0650 

0,0622 

0,0601 

0,0707 

5,37 

5,35 

5,31 

5,49 

5,35 

5,64 

5,42 

5,09 

4,84 

5,03 

5,00 

4,64 

4,34 

4,10 

3,97 
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Figura 8. Curva padrão do VC em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2, obtida por 

espectrofotometria em 280 nm. 

 

Abs 280 = 0,00400 [VC] - 0, 01793, r = 0,99994 
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A curva padrão do fármaco em metanol (Figura 9) teve como objetivo a determinação 

da quantidade de VC encapsulada nos liposssomas. 

 

 

 

Tabela 2. Variação da Abs com a concentração de VC em metanol. As determinações foram 

obtidas em triplicata por espectrofotometria em 280 nm. 

Concentração (µg/mL) Abs (média, n=3) DP CV(%) 

29,12 0,1526 0,0050 3,27 

47,61 0,2517 0,0046 1,82 

65,42 0,3509 0,0075 2,13 

78,34 0,4220 0,0088 2,08 

99,09 0,5372 0,0096 1,78 

107,14 0,5814 0,0003 0,05 

126,63 0,6961 0,0010 0,14 

145,29 0,8164 0,0046 0,56 

180,32 1,0309 0,0136 1,32 

196,78 1,1307 0,0173 1,53 
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Figura 9. Curva padrão do cloridrato de VC em metanol, obtida por espectrofotometria em 

280 nm. 

 

Abs 280 = 0,00585 [VC] - 0, 03268, r = 0,99905 

 

 

 

 

 

 

Concentração (µg/mL)

0 50 100 150 200 250 300

A
bs

 e
m

 2
80

 n
m

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2



Resultados e Discussão                                                                                                            48  

Bruna Juliana Wanczinski 
 
 

 

1.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

1.2.1. Condições cromatográficas 

 As condições cromatográficas utilizadas no ensaio foram suficientes na separação e 

quantificação do fármaco modelo escolhido, conforme ilustrado na figura 10. O tempo de 

retenção do fármaco (tR) foi de aproximadamente 10,42 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Cromatograma típico do VC obtido na análise por CLAE em 280 nm (tR = 10,42 

min). 

 

 

1.2.2. Curva padrão do VC por CLAE 

 Para o ensaio de quantificação do fármaco no humor vítreo e aquoso de olhos de 

coelhos no decorrer de 6 dias foi construída uma curva padrão do VC em tampão Tris-HCL 

10 mM pH 7,2 por CLAE (Figura 11). A CLAE foi utilizada, pois é um método que apresenta 

alta especificidade, resolução, eficiência e sensibilidade características importantes quando se 

trabalha com amostras biológicas de volume pequeno. 
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Tabela 3. Valores de área do pico das soluções de VC em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2. 

As determinações foram obtidas em triplicata por CLAE em 280 nm.   

                         

Concentração 

 (µg/mL) 

Área do pico (mV.s) 

  (média, n=3) 
DP 

CV 

(%) 

06 1102329 77875,75 7,0647 

10 1755499 143269,7 8,1612 

20 3587313 316207,9 8,8146 

40 5643899 696916,1 12,3482 

100 13747937 1387263 10,0907 

200 26976564 2479037 9,1895 

300 40684224 3269503 8,0362 

400 49937489 8811719 17,6455 

500 62257055 10364739 16,6483 

600 74266804 10105879 13,6075 

650 81707053 13310813 16,2909 
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Figura 11.  Curva padrão do VC em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 obtida por CLAE em 

280 nm. 

 

Área do Pico 280 = 125929,643 [VC], r = 0,9989 
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2. Estudo reológico das dispersões de PLU 

A melhoria de um medicamento já existente, de uma forma farmacêutica convencional 

para um novo sistema de liberação pode modificar seu perfil, em termos de adesão do 

paciente ao tratamento, segurança e eficácia. Várias estratégias tecnológicas têm sido 

utilizadas nesse sentido. Os lipossomas apresentam grande potencial como sistema de 

liberação e direcionamento de fármacos devido às características de sua estrutura permitir 

incorporar diferentes tipos de fármacos ou de transportar ligantes celulares específicos. Uma 

das formas de implementar a liberação intraocular de fármacos a partir de lipossomas consiste 

na associação de polímeros termosensíveis na bicamada lipídica.  

Os lipossomas utilizados neste estudo tiveram a fosfatidilcolina de soja hidrogenada como 

anfifílico estrutural associado ao copolímero termosensível de óxido de etileno e propileno, 

conhecido comercialmente por PLU. Como fármaco modelo foi utilizado o VC. 

Estudou-se o comportamento reológico das dispersões do copolímero nas concentrações 

de 5; 7,5; 10 e 15% (p/p), sendo que as dispersões mantidas sob refrigeração apresentaram-se 

líquidas. Entretanto, na temperatura ocular (34,5 ± 0,5°C) os resultados do perfil reológico 

(Figuras 12, 13, 14 e 15) evidenciam fluxo não Newtoniano para todas as dispersões de 

Pluronic®, com variação na viscosidade com o grau de cisalhamento aplicado. Neste caso a 

tensão e o gradiente de cisalhamento não são diretamente proporcionais originando diferentes 

valores de viscosidade. As dispersões contendo até 10% de PLU (Figuras 12, 13 e 14) 

mostraram comportamento tipo dilatante tempo independente, com aumento da viscosidade 

com o cisalhamento. Este tipo de comportamento é muito interessante tendo em vista que o 

sistema se destina a administração intravitreal com auxílio de uma seringa de diâmetro 

pequeno. Na aplicação de lipossomas contendo VC em PLU o cisalhamento é mimetizado 

pela velocidade de aplicação do sistema no globo ocular; por conseguinte se a viscosidade 
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aumenta com o cisalhamento, mantém-se a estruturação do gel no corpo vítreo sendo 

justificável a utilização de copolímeros em bloco com concentração inferior a 10 % (p/p). 

 

 

 

 

 

 

Na concentração de 15% de copolímero (Figura 15) mantêm-se a condição de fluxo não 

Newtoniano, porém tipo pseudoplástico tempo independente, com diminuição da viscosidade 

com o cisalhamento. Neste caso, provavelmente, durante a aplicação a viscosidade do PLU 

diminuí com o cisalhamento levando a uma desestruturação do gel que consequentemente irá 
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 Figura 12. Comportamento reológico de 
dispersão de PLU a 5% (p/p). Cilindro L1. 
T= 34,5 ± 0,5 (˚C) . 

Figura 13. Comportamento reológico de 
dispersão de PLU a 7,5% (p/p). Cilindro L1. 
T= 34,5 ± 0,5 (˚C). 

Figura 15. Comportamento reológico de 
dispersão de PLU a 15% (p/p).   Cilindro L4. 
T= 34,5 ± 0,5 (˚C). 

Figura 14. Comportamento reológico de 
dispersão de PLU a 10% (p/p).   Cilindro L1. 
T= 34,5 ± 0,5 (˚C). 
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proporcionar um meio dispersante de viscosidade baixa que poderá resultar num tempo de 

retenção do sistema no globo ocular muito curto inviabilizando a utilização de PLU nesta 

concentração. 

Através da análise reológica percebe-se que a viscosidade do sistema é diretamente 

dependente da temperatura e da concentração de copolímero, com tendência a formação de 

géis altamente viscosos, podendo proporcionar maior tempo de retenção do fármaco no globo 

ocular. Sabe-se que sistemas coloidais, como os lipossomas apresentam baixa viscosidade, o 

que favorece um menor tempo de retenção do fármaco no globo ocular, sendo assim a 

associação de copolímeros termosensíveis e lipossomas parece ser promissora. 
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4. Perfil de formação de lipossomas unilamelares pequenos 

O perfil de formação de SUVs (Figuras 16-23) foi acompanhado pela redução da 

turbidez derivada do espalhamento de luz em 410 nm, em função do tempo de sonicação e em 

decorrência da redução de tamanho dos lipossomas multilamelares. 

 

Figura 16.  Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo solução de VC a 10 mg/mL por espalhamento 

de luz em 410 nm.  

  

Figura 17. Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo VC 10 mg/mL associado a PLU 5% (p/p)  por 

espalhamento de luz em 410 nm. 
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Figura 18.  Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo VC 10 mg/mL associado a PLU 7,5% (p/p)  por 

espalhamento de luz em 410 nm. 

 

 

Figura 19.  Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo VC 10 mg/mL associado a PLU 10% (p/p)  por 

espalhamento de luz em 410 nm. 
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Figura 20.  Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 por 

espalhamento de luz em 410 nm.  
 

 

 

Figura 21.  Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo  dispersão de PLU 5% (p/p) por espalhamento 

de luz em 410 nm. 
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Figura 22.  Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo dispersão de PLU 7,5% (p/p) por espalhamento 

de luz em 410 nm. 

 

Figura 23. Monitorização espectrofotométrica de MLV constituído de 50 mM de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo dispersão de PLU 10,0% (p/p) por 

espalhamento de luz em 410 nm. 

 

Observa-se que a adição de PLU na concentração de 10% (p/p) (Figura 24) 

proporciona uma redução de turbidez dos lipossomas mais acentuada em um menor tempo de 

sonicação quando comparada aos lipossomas compostos de PLU na concentração de 0-7,5% 
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(p/p). Provavelmente, este fato ocorra devido a uma interação favorável entre o copolímero de 

caráter anfifílico com a bicamada fosfolípidica. Jamshaid et al. (1988) sugeriram que os 

Poloxâmeros podem penetrar na bicamada lipídica da fosfatidilcolina de soja e projetar seus 

grupos de polioxietileno para a superfície da vesícula. 

 

 

 

Figura 24. Influência da variação das concentrações de copolímero termosensível (PLU) 

sobre o perfil de formação dos lipossomas. 
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A adição de VC ao filme lipídico (Figura 25) provocou uma redução no tempo de 

sonicação necessário para a formação dos lipossomas unilamelares pequenos contendo 

tampão Tris e copolímero na concentração de 7,5% (p/p). 

 

 

 

Figura 25. Influência da variação das concentrações de copolímero termosensível (PLU) com 

a adição de VC (10 mg/mL) sobre o perfil de formação dos lipossomas. 
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5. Separação do fármaco não encapsulado 

 As figuras 26-29 demonstram a absorbância das 60 frações recolhidas após eluição 

pela coluna de Sephadex G-50. Estas frações foram analisadas por espalhamento de luz em 

410 nm e a detecção do fármaco livre monitorizada por sua absorbância em 280 nm.  

A cromatografia de exclusão em Sephadex G-50 foi eficiente na separação do fármaco 

não encapsulado para todas as concentrações de copolímero utilizadas, como também para a 

preparação isenta de PLU. 

 

 

Figura 26. Perfil de eluição de SUVs em tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 em coluna de 

Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com 

lipossomas isentos de fármaco. SUVs compostos de 50mM de PCH e 10 mg/mL de VC. 

Monitorização da eluição em 410 nm (a) e 280 nm (b). 

  

De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a eluição dos lipossomas, 

observa-se que as vesículas eluíram nas frações 8-13. Reunindo-se estas 6 frações, obteve-se 

um volume total de 12 mL, o qual foi levado ao liofilizador.  
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Figura 27. Perfil de eluição de SUVs em tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 em coluna de 

Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com 

lipossomas isentos de fármaco contendo PLU 5% (p/p). SUVs compostos de 50mM de PCH e 

10 mg/mL de VC associado a PLU 5% (p/p). Monitorização da eluição em 410 nm (a) e 280 

nm (b). 

 

De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a eluição dos lipossomas, 

observa-se que as vesículas eluíram nas frações 9-15. Reunindo-se estas 7 frações, obteve-se 

um volume total de 14 mL, o qual foi levado ao liofilizador.  

Figura 28. Perfil de eluição de SUVs em tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 em coluna de 

Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com 

lipossomas isentos de fármaco contendo PLU 7,5% (p/p). SUVs compostos de 50mM de PCH 

e 10 mg/mL de VC associado a PLU 7,5% (p/p). Monitorização da eluição em 410 nm (a) e 

280 nm (b). 
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De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a eluição dos lipossomas, 

observa-se que as vesículas eluíram nas frações 9-18. Reunindo-se estas 10 frações obteve-se 

um volume final de 20 mL, o qual foi levado ao liofilizador.  

  

Figura 29. Perfil de eluição de SUVs em tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 em coluna de 

Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com 

lipossomas isentos de fármaco contendo PLU 10,0%  (p/p). SUVs compostos de 50mM de 

PCH e 10 mg/mL de VC associado a PLU 10.0% (p/p). Monitorização da eluição em 410 nm 

(a) e 280 nm (b). 

 

De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a eluição dos lipossomas, 

observa-se que as vesículas eluíram nas frações 10-21. Reunindo-se estas 12 frações, obteve-

se um volume total de 24 mL, o qual foi levado ao liofilizador.  

 

6. Eficiência de Encapsulação 

 A eficiência de encapsulação é resultado do coeficiente de partição do fármaco, 

método de preparação dos lipossomas, tamanho e lamelaridade da vesícula, tempo de 

hidratação do filme lipídico e da concentração do lipossoma, sendo que este último é o 

parâmetro que exerce maior influência sob a eficiência de encapsulação da substância ativa. 
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Portanto, espera-se um aumento na eficiência de encapsulação do fármaco com o aumento da 

fração lipídica dos lipossomas (tipo e composição lipídica da vesícula) (MARGALIT et al, 

1991). Neste estudo, utilizou-se lipossomas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada na 

concentração de 50 mM. 

A determinação da eficiência de encapsulação foi realizada da seguinte maneira: 

- os lipossomas liofilizados foram pesados e uma alíquota de 20 mg do liofilizado foi 

dissolvida em 2,5 mL de metanol. Pipetou-se 1,5 mL desta preparação e adicionou-se 0,5 mL 

de metanol em cubeta de quartzo. Amostras de lipossomas isentos de fármaco foram 

utilizadas como branco e foram também submetidas ao mesmo tratamento. 

- a absorbância resultante foi aplicada na curva padrão de VC em metanol, sendo encontrada 

uma concentração de X mg/mL. 

 

                             X mg ------ mL 

                             Y       ----- volume utilizado para dissolver resíduo 

 

                             Y mg ----- 20 mg de dispersão liofilizada 

                             Z       ----- massa total das frações eluídas contendo lipossomas 

 

                              Z mg ----- 2,0 mL de dispersão aplicados na coluna 

                              K     ------ 4,0 mL  de dispersão preparados 

                                           ↓ 

                                       C mg/mL 
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Verificou-se que a eficiência de encapsulação aumentou com a adição de copolímero 

termosensível no sistema (Tabela 4). Este fenômeno pode ser explicado devido à propriedade 

do copolímero em aumentar a solubilidade do fármaco aumentando a taxa de encapsulação.  

 

Tabela 4. Encapsulação média de VC nos lipossomas. 

Amostra Eficiência de Encapsulação (%) 

(Média, n = 3) 

Lipossomas VC 10 mg/mL 4,193 ± 0,81 

Lipossomas VC/PLU 5% 6,587 ± 0,92 

Lipossomas VC/PLU 7,5%               11,209 ± 0,95 

Lipossomas VC/PLU 10%               12,304 ± 1,01 

  

 

Segundo Berger et al. (2001), geralmente a eficiência de encapsulação diminuí com a 

diminuição do tamanho dos lipossomas. Neste estudo, os lipossomas contendo fármaco 

apresentaram um diâmetro médio menor quando comparados aos lipossomas contendo 

antibiótico e copolímero em diferentes concentrações (Tabela 6), como também 

demonstraram uma eficiência de encapsulação menor em relação às demais preparações. A 

formulação contendo fármaco e copolímero na concentração de 10% (p/p) possuiu um 

diâmetro médio maior (MD = 113 nm) como também apresentou uma eficiência de 

encapsulação maior quando comparada às demais formulações. 
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 7. Encapsulação do cloridrato de VC 

 Com o objetivo de se estudar a caracterização das vesículas contendo VC e 

copolímero na concentração de 10% (p/p), diversas formulações contendo diferentes 

concentrações de fármaco foram desenvolvidas, sendo o perfil de separação do fármaco não 

encapsulado representado na figura 30. 

 

Figura 30. Perfil de separação de VC e SUVs compostos de 50 mM de fosfatidilcolina de 

soja hidrogenada e quantidades variáveis do fármaco em PLU 10% (p/p), utilizando coluna de 

Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 e saturada com 

vesículas contendo PLU 10% (p/p) isentas de fármaco. Monitorização da eluição em 280 nm. 
                      n Lipossomas preparados com 2 mg/mL de VC. 

                    Ο Lipossomas preparados com 5 mg/mL de VC. 

                ▼ Lipossomas preparados com 7,5 mg/mL de VC. 

                 ∇ Lipossomas preparados com 10 mg/mL de VC. 

                 ■ Lipossomas preparados com 12,5 mg/mL de VC. 
                    1 Lipossomas preparados com 15,0 mg/mL de VC. 

            ♦  Lipossomas preparados com 20 mg/mL de VC. 
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 Da mesma forma, as frações que apresentaram lipossomas foram reunidas e 

liofilizadas, sendo a eficiência de encapsulação calculada conforme descrito no item 06. 

Observa-se que, na faixa de concentração de fármaco estudada (2-20 mg/mL), a encapsulação 

de VC aumentou com o aumento da quantidade de antibiótico adicionada ao filme de 

fosfatidilcolina (Figura 31). 

 

 

            Erro! Vínculo não válido. 

 

Figura 31. Encapsulação de diferentes concentrações de VC em PLU 10% (p/p) adicionado 

ao filme lipídico contendo 50 mM de PCH.  

 

 

 

 

 

8. Índice de Refração dos Lipossomas 

 O índice de refração (IR) dos lipossomas (Tabela 5) foi verificado, pois na análise de 

espalhamento de luz se faz necessário considerar o IR das partículas para se obter resultados 

reprodutíveis e seguros. O IR é um dos métodos utilizados para se determinar a concentração 

de materiais, estabelecer identidade e a pureza de fluídos. Observa-se que as amostras 

possuíram um valor de IR muito semelhante ao IR da água (IR = 1,33) com elevada 

transparência, fato que justifica a pureza das vesículas em estudo.  

 

Tabela 5. Valores do índice de refração das amostras. 
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Amostra IR (Média, n = 3) 

Lipossoma vazio 1,345 ± 0,001 

Lipossomas PLU 5% 1,345 ± 0,002 

Lipossomas PLU 7,5% 1,345 ± 0,001 

Lipossomas PLU 10% 1,349 ± 0,001 

Lipossomas VC 10 mg/mL 1,339 ± 0,001 

Lipossomas VC 10 mg/mL/PLU 5% 1,345 ± 0,001 

Lipossomas VC 10 mg/mL/PLU 7,5% 1,346 ± 0,001 

Lipossomas VC 10 mg/mL/PLU 10% 1,345 ± 0,001 

 

 

 

 

 

 

9. Diâmetro Médio das Partículas dos Lipossomas  

A determinação do tamanho das vesículas foi verificada por espalhamento dinâmico da 

luz (Dynamic Light Scattering). O coeficiente de difusão medido é utilizado para obter o raio 

hidrodinâmico médio, portanto, o diâmetro médio dos lipossomas. 

Os resultados obtidos (Tabela 6) mostraram que os lipossomas isentos de antibiótico 

tiveram ligeiramente o diâmetro reduzido na presença de PLU. Esta redução do tamanho dos 

lipossomas pode ser decorrente da interação existente entre as moléculas de lecitina com as 

moléculas do copolímero levando a uma modificação do empacotamento da fosfatidilcolina e 

propiciando a formação de vesículas menores (ISRAELACHVILE et al., 1976; EL JASTIMI 
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et al., 1999; MULLER et al., 2004). Os lipossomas isentos de fármaco e copolímero tiveram 

seu diâmetro reduzido de 97,6 ± 0,7 para 85,7 ± 0,7 nm com a adição de VC 10 mg/mL. Neste 

caso, o fármaco pode estar afetando a organização das bicamadas lipídicas induzindo a 

formação de planos lipídicos com raios de curvatura menores e conseqüentemente levando a 

formação de vesículas pequenas, além disso, também pode estar ocorrendo interações do 

ânion cloreto do fármaco com a carga positiva do grupo trimetilamônio da molécula de 

fosfatidilcolina alterando a carga superficial da vesícula (EL JASTIMI et al., 1999; MULLER 

et al., 2004) e favorecendo a redução do tamanho dos lipossomas. Entretanto, para os 

lipossomas contendo VC os diâmetros médios aumentaram de 88 a 113nm, quando a 

concentração de PLU variou de 5 a 10% (p/p). O aumento do tamanho das vesículas com a 

adição do antibiótico e copolímero termosensível pode estar relacionado ao caráter anfifílico e 

ao fato de serem estruturas estericamente volumosas, as quais podem incorporar-se à estrutura 

da bicamada provocando um ligeiro aumento no diâmetro dos lipossomas (BOCHOT et al., 

1998; SON et al., 2003). 

 

 

Tabela 6. Resultados da análise de espalhamento de luz realizada com as amostras. 

Diluição: 200 µL da amostra em 5,0 mL de tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2. 

Amostra Diâmetro (nm) 

(Média, n = 10) 

Polidispersidade Coeficiente de 

Difusão (x 10-8 cm2/s)

Lipossoma Vazio 97,6 ± 0,7 0,180 2,1948  

Lipossomas PLU 5% 85,2 ± 0,5 0,132 2,5140  

Lipossomas PLU 7,5% 85,2 ± 0,4 0,194 2,5140  

Lipossomas PLU 10% 95,8 ± 0,7 0,223 2,2356  

Lipossomas VC 10 mg/mL 85,7 ± 0,4 0,197 2,4991  

Lipossomas VC/PLU 5% 88,2 ± 0,3 0,168 2,4282  
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Lipossomas VC/PLU 7,5% 90,3 ± 0,5 0,165 2,3717  

Lipossomas VC/PLU 10% 113,1 ± 0,8 0,222 1,8936  

 

A polidispersidade é definida como a medida da largura da distribuição do tamanho 

das vesículas (MULLER et al, 2004).  De acordo com os resultados descritos na tabela 6, os 

lipossomas utilizados neste estudo apresentaram um valor baixo de polidispersidade 

indicando uma adequada distribuição de tamanho das vesículas. 

 Os cálculos do coeficiente de difusão (Tabela 6) demonstraram que quanto maior o 

diâmetro médio das vesículas menor é o coeficiente de difusão, e menor será a quantidade de 

fármaco liberado com o passar do tempo, haja vista que o efeito prolongado se deve, entre 

outros, a um aumento da viscosidade do sistema como também a um aumento do diâmetro 

médio dos lipossomas. Contudo, este parâmetro pode influenciar diretamente o perfil de 

liberação do fármaco in vitro e in vivo. 

Os resultados evidenciam que o copolímero pode estar interagindo com a bicamada 

lipídica dos lipossomas interferindo diretamente no diâmetro médio dos mesmos, mas 

proporcionando estruturas de tamanho adequadas para a administração intravitreal. 

 

9.1. Distribuição de Tamanho dos Lipossomas 

As figuras de 32 a 39 apresentam os gráficos de distribuição e a média (MD) do 

tamanho dos lipossomas (nm) em estudo. Observa-se que a maioria dos gráficos possui um 

comportamento do tipo bimodal. 
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Figura 32. Distribuição de tamanho de 
lipossomas vazios. MD = 97,6 ± 0,7. 
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Figura 33. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo Pluronic 5% (p/p).  
MD = 85,2 ± 0,5. 
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Figura 34. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo Pluronic 7,5% (p/p). 
MD = 85,2 ± 0,4. 
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Figura 36. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo cloridrato de vancomicina 
(VC). MD = 85,7 ± 0,4. 

Diâmetro (nm)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Fr

eq
uê

nc
ia

 %
0

10

20

30

40 Frequência acum
ulada (%

)

0

20

40

60

80

100

120

Figura 37. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo cloridrato de 
vancomicina (VC) e pluronic 5% (p/p).  
MD = 88,2 ± 0,3.
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Figura 38. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo cloridrato de 
vancomicina (VC) e pluronic 7,5% (p/p). 
MD = 90,3 ± 0,5. 

Figura 39. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo cloridrato de 
vancomicina (VC) e pluronic 10% (p/p). 
MD = 113,1 ± 0,8. 

Figura 35. Distribuição de tamanho de 
lipossomas contendo Pluronic 10% (p/p). 
MD = 95,8 ± 0,7. 



Resultados e Discussão                                                                                                            71  

Bruna Juliana Wanczinski 
 
 

 

 

 10. Ensaio de liberação in vitro 

 O ensaio de liberação in vitro do fármaco nas diversas formulações foi verificado 

medindo-se a quantidade de VC que atravessou a membrana de acetato de celulose e atingiu o 

meio receptor localizado no outro lado da membrana. 

Lipossomas isentos de fármaco foram submetidos ao teste de liberação in vitro e as 

absorbâncias medidas em função do tempo no comprimento de onda de máxima absorção do 

cloridrato de vancomicina (λ=280 nm). O tempo total do experimento foi de 720 minutos. Os 

valores médios de absorbância encontrados para os lipossomas isentos de VC foram 

subtraídos dos valores médios de absorbância das amostras contendo o fármaco de modo que 

os lipossomas vazios foram utilizados como branco na análise do perfil de liberação do VC 

encapsulado em SUVs. Para as demais formulações (não lipossomais) os valores médios de 

absorbância foram aplicados diretamente na equação da reta obtida através da curva padrão do 

fármaco em tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2 (Figura 8) a fim de se obter a [VC] em 

determinado período de tempo.  Os perfis de liberação in vitro do VC (Figuras 40-47) foram 

determinados pela relação entre o percentual das concentrações de VC aplicadas na célula de 

difusão com as aplicadas diretamente no meio de dissolução.  

 Os ensaios de liberação in vitro foram realizados para as seguintes amostras: 

 Fármaco livre (VC 10 mg/mL); 

 Lipossomas contendo VC 10 mg/mL; 

 VC 10 mg/mL em PLU 5% (p/p); 

 Lipossomas contendo VC 10 mg/mL veiculados em PLU 5% (p/p); 

 VC 10 mg/mL em PLU 7,5% (p/p); 

 Lipossomas contendo VC 10 mg/mL veiculados em PLU 7,5% (p/p); 

 VC 10 mg/mL em PLU 10% (p/p); 
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 Lipossomas contendo VC 10 mg/mL veiculados em PLU 10% (p/p). 

A figura 41 mostra que o perfil de liberação do VC encapsulado em lipossomas 

unilamelares é mais lento em relação ao fármaco livre (Figura 40). Este fato ocorre, pois o 

fármaco encapsulado em lipossomas está na sua forma mais compartimentalizada, isto é deve 

sofrer principalmente um processo de difusão através da bicamada lipídica alcançando o meio 

dispersante, posteriormente este atravessa a membrana de acetato de celulose atingindo o 

meio receptor, sendo somente após estes processos quantificado. Entretanto, o fármaco livre 

por estar prontamente disponível no meio atravessa a membrana de acetato de celulose num 

espaço de tempo menor e numa velocidade maior o que justifica uma concentração maior de 

VC liberado em função do tempo para o fármaco livre.  

 

 

 

 

Observa-se ainda que para o fármaco disperso em gel de PLU (Figuras 42, 44 e 46) a 

liberação é mais lenta quando comparado ao fármaco livre (Figura 40), isto provavelmente 

ocorra, pois o VC e o copolímero possuem características de hidrofílicidade, sendo que esta 

favorece a solubilização do fármaco no meio dispersante, o qual por sua vez possuí 

Figura 40. Perfil de liberação in vitro do fármaco 
livre. Condições experimentais: T =35±0,5°C; 
Meio Receptor: Tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2; 
Aplicação: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC). 
n=3.

Figura 41. Perfil de liberação in vitro da VC a partir 
de SUV. Condições experimentais: T=35±0,5°C; 
Meio Receptor: Tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2; 
Aplicação: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC); 
[PCH]=50mM. n=3. 
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características reológicas de elevação da viscosidade em função da temperatura e do aumento 

da concentração de PLU. Além disso, os géis de PLU consistem de populações micelares em 

fase aquosa sendo que o fármaco incorporado para ser liberado tende a sofrer um processo de 

difusão através dos canais extra-micelares da matrix do gel (VEYRIES et al., 1999). Estes 

fatores colaboram para uma difusão mais lenta do fármaco através da membrana de acetato de 

celulose quando comparado ao fármaco livre. Entretanto, para os lipossomas contendo VC em 

PLU (Figuras 43, 45 e 47) a liberação é mais lenta quando comparada ao perfil de liberação 

do VC em PLU (Figuras 42, 44 e 46), pois o fármaco além de estar compartimentalizado e ter 

que se difundir pela bicamada lipídica alcança um meio dispersante de maior viscosidade 

proporcionando uma concentração menor de VC liberada no decorrer do tempo. Observa-se 

também que o perfil de liberação para o VC encapsulado em lipossomas e para o VC em PLU 

diminuiu com o aumento da concentração de copolímero.  

 

Figura 42. Perfil de liberação in vitro da VC 
em PLU 5% (p/p) Condições experimentais:

Figura 43. Perfil de liberação in vitro da VC 
em PLU 5% (p/p) a partir de SUVs Condições
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Figura 44. Perfil de liberação in vitro da VC 
em PLU 7,5% (p/p). Condições experimentais: 
T=35±0,5°C; Meio Receptor: Tampão Tris-HCl 
10 mM pH 7,2; Aplicação: 0,1 mL (equivalente 
a 1 mg de VC); [PLU]=7,5% (p/p). n=3. 
 

Figura 45. Perfil de liberação in vitro da VC 
em PLU 7,5% (p/p) a partir de SUVs. 
Condições experimentais: T=35±0,5°C; Meio 
Receptor: Tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2; 
Aplicação: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC); 
[PCH]=50 mM; [PLU]=7,5% (p/p). n=3. 
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Figura 46. Perfil de liberação in vitro da VC 
em PLU 10,0% (p/p). Condições experimentais: 
T=35±0,5°C; Meio Receptor: Tampão Tris-HCl 
10 mM pH 7,2; Aplicação: 0,1 mL (equivalente 
a 1 mg de VC); [PLU]=10% (p/p). n=3. 
 

Figura 47. Perfil de liberação in vitro da VC 
em PLU 10,0% (p/p) a partir de SUVs. 
Condições experimentais: T=35±0,5°C; Meio 
Receptor: Tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,2; 
Aplicação: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC); 
[PCH]=50 mM; [PLU]=10% (p/p). n=3. 
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Figura 48. Representação esquemática do processo de liberação in vitro. 

  

No esquema da figura 48, k0 representa a liberação do antibiótico das formulações 

com lipossomas para o meio externo. O fármaco quando sofre o processo de difusão nos 

lipossomas atinge o meio dispersante, e atravessa a membrana polimérica atingindo assim a 

solução receptora. Pode-se observar que os gráficos de liberação indicam que a velocidade de 

saída do antibiótico das dispersões (k0) é menor do que a de passagem através do PLU (k1) e 

da membrana polimérica (k2), o que determina o perfil de liberação lenta do VC  encapsulado 

em lipossomas e veiculados em copolímero termosensível.  

 Observou-se também que os lipossomas contendo VC, apresentaram conforme 

demonstrado anteriormente, um coeficiente de difusão maior quando comparado aos 

lipossomas veiculados em copolímero termosensível, o que colabora para um processo de 

difusão mais rápido do fármaco para o meio receptor. Os lipossomas constituídos de PCH e 

VC em SUVs 
(VC-SUV) 

VC em PLU 
(VC-PLU) 

VC livre 
(VC-L) 

VC no meio receptor 
(VC-MR) 

 
VC-SUV           VC-PLU            VC-L           VC-MR 

 
Em que: k0 < k1 < k2, sendo que k0 representa o fator 

limitante da liberação do antibiótico dos lipossomas. 

k0 k1 k2
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PLU 10% apresentaram o menor coeficiente de difusão e conforme observado na figura 47 

um perfil de liberação mais lento, provavelmente em virtude do coeficiente de difusão como 

também da maior viscosidade do meio dispersante nesta concentração de copolímero. 

  

11. Efeito da encapsulação de VC na infecção experimental e Análise Microbiológica 

O efeito de lipossomas estruturados com 50 mM de PCH contendo 10% de PLU na 

infecção experimental foi verificado através da inoculação de cepa de S. epidermidis  (ATCC 

1755) no vítreo direito de coelhos, e posterior tratamento pela administração intravitreal de 

fármaco livre e encapsulado em SUVs. 

Bactérias gram-positivas do gênero Staphylococcus são responsáveis por cerca de 94% 

dos casos de endoftalmite bacteriana, sendo que deste total 70% das espécies isoladas são de 

S. epidermidis, 10% de S. aureus e aproximadamente 2% de Enterococcus sp (KASPAR et 

al., 2001).  

Apesar da baixa virulência do S. epidermidis, uma vez penetrado no segmento 

posterior dos olhos, este microrganismo pode levar a um quadro de endoftalmite severa que, 

se não tratado de forma adequada, pode levar à perda da visão ou até mesmo do olho (OUM et 

al., 1989; SMITH et al., 1991 ROTH e FLYNN, 1997; KASPAR et al., 2001). 

As figuras 49 e 51 mostram um quadro característico de endoftalmite moderada 

desenvolvida após 24 horas da administração de cepa de S. epidermidis na cavidade vítrea de 

olho direito de coelhos. Os sinais resultantes da infecção verificados na inspeção e 

documentados por meio de fotografia do segmento anterior foram hiperemia e quemose da 

conjuntiva, edema de córnea, turvação e hipópio de câmara anterior.  

A administração intravitreal de antimicrobianos é ainda um dos principais meios de se 

tratar a endoftalmite de etiologia bacteriana. Entretanto, injeções intravítreas repetidas de 

fármaco são necessárias para manter a concentração terapêutica efetiva e estão associadas ao 
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desenvolvimento de patologias oculares secundárias como catarata, descolamento retinal, 

hemorragia, entre outros. Além do surgimento de efeitos tóxicos oriundos da administração 

freqüente de fármacos (KASPAR et al., 2001; BOCHOT et al., 2002). 

O VC ainda é um dos antibióticos mais eficazes na endoftalmite causada por bactérias 

gram-positivas (OUM et al., 1989; SMITH et al., 1991 ROTH e FLYNN, 1997).  

Neste estudo, observou-se que vinte e quatro horas após a injeção de VC encapsulado 

em SUVs verificou-se melhora importante dos sinais de endoftalmite, como hiperemia e 

quemose conjuntivais, hipópio e edema de córnea. Com 48 e 72 horas após a injeção dos 

lipossomas, externamente os olhos injetados assemelhavam-se aos olhos contra-laterais. 

Após, a injeção de solução de VC, a evolução clínica foi semelhante. Os olhos injetados com 

salina pioraram progressivamente ao longo dos 3 dias após a injeção de salina. 

A figura 50 representa o tratamento da infecção experimental pela administração 

intravitreal de fármaco livre na concentração de 1 mg/0,1 mL após 72 horas da administração 

do fármaco. Observa-se que este tratamento resultou em hemorragia no globo ocular de 

alguns coelhos, provavelmente em razão do modo de administração do fármaco, pois segundo 

Kattan e Pflugfelder (1989) somente administração intravitreal de 5 mg ou mais de VC estão 

associadas a reações indesejáveis no corpo vítreo de coelhos. Homer et al. (1975) foram os 

primeiros pesquisadores a estudarem a toxicidade do VC administrado via intravitreal em 

coelhos e concluíram que a injeção intravítrea de 1 mg  ou menos deste fármaco não está 

relacionada a anormalidades no eletroretinograma como também a alterações histológicas 

característica de toxicidade. Entretanto, a administração intravitreal de 2 a 5 mg de VC no 

corpo vítreo está associada com toxicidade local na retina com degeneração dos segmentos 

fotoreceptores, sendo que acima de 10 mg há total destruição retinal (HOMER et al., 1975; 

KATTAN e PFLUGFELDER, 1989). 
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Na figura 52 verifica-se que a administração intravitreal da mesma concentração de 

VC encapsulado em lipossomas de PCH veiculados em gel de PLU a 10% reduziu a infecção 

experimental. 

A análise clínica nos olhos dos coelhos, através de lupa de grande aumento, 

demonstrou que a infecção reduziu com ambas as formulações utilizadas no tratamento do 

vítreo dos coelhos (Figuras 50 e 52).  

 

 

Apesar da evolução clínica ter sido favorável em ambas as formulações teste, a análise 

microbiológica, no entanto, diferiu entre as mesmas. Na figura 53 pode-se observar que nos 

coelhos que receberam a administração intravitreal de lipossomas contendo VC foi verificado 

Figura 49. A seta indica o olho infectado 
pela administração intravitreal de cepa de 
S. epidermidis provocando a endoftalmite 
experimental. 

Figura 50. A seta indica o tratamento com 
administração intravitreal de VC 10 mg/mL.  

 

Figura 51.  A seta indica o olho infectado 
pela administração intravitreal de cepa de 
S. epidermidis provocando a endoftalmite 
experimental. 

Figura 52. A seta indica o tratamento com 
administração intravitreal de lipossomas 
contendo VC e PLU 10% (p/p).  
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um número menor de colônias resultantes da semeadura de amostras do vítreo infectado, em 

relação ao grupo tratado com solução aquosa de VC e dos coelhos que receberam a 

administração intravítrea de salina (grupo controle). Esta diferença foi estatisticamente 

significativa (p < 0,05) levando-se em consideração os olhos de coelhos sacrificados 72 horas 

após a injeção intravítrea de antibiótico ou salina. A cultura de diluições do vítreo puro a 10-2 

e 10-4 mostraram quantidade respectivamente menores de colônias e serviram para 

comprovação do estudo microbiológico. 
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Figura 53. Número médio de colônias resultantes de semeadura de vítreo puro dos olhos de 

coelhos pertencentes ao grupo injetados com lipossomas (VL), tratados com solução aquosa 

de VC (VA) e controle (C). Pode-se notar a variação do número de colônias 24 horas (Dia 1), 

48 horas (Dia 2) e 72 horas (Dia 3) após a injeção intravítrea de antibiótico ou salina. 

 

Estas observações, em princípio, levam a crer que a encapsulação de vancomicina 

veiculado em copolímero termosensível em lipossomas de fosfatidilcolina de soja 

hidrogenada pode representar vantagens do ponto de vista farmacológico e clínico. 
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12. Determinação da quantidade de VC no humor vítreo e aquoso em função do tempo 

 As infecções que acometem o segmento posterior dos olhos são de difícil tratamento 

devido à utilização de antibióticos de meia-vida de eliminação muito curta na cavidade vítrea, 

implicando em administrações repetidas de fármaco que acabam levando a severos efeitos 

colaterais e a um certo desconforto por parte do paciente (HOMER et al., 1975; LEE, 1990; 

KAUR et al., 2004). Novos métodos de liberação de fármacos oftálmicos têm sido 

desenvolvidos visando facilitar o tratamento de uma variedade de patologias oculares. 

Lipossomas apresentam grande potencial como um sistema de liberação de fármacos no globo 

ocular, entretanto, existem relatos na literatura de que estas vesículas se difundem 

rapidamente na cavidade vítrea podendo levar a um certo desconforto visual (PEYMAN e 

GANIBAN, 1995) além do que sua baixa viscosidade implica em um curto tempo de retenção 

do fármaco no globo ocular (BOCHOT et al., 1998). Uma das formas de se melhorar a 

utilização deste tipo de agregado é associação de lipossomas com copolímeros termosensíveis 

(PLU). Este sinergismo pode levar à obtenção de vesículas de elevado tempo de retenção da 

substância ativa nos olhos e a uma maior adesão do paciente ao tratamento. 

 Neste estudo, avaliou-se o perfil de liberação do VC no sistema proposto (lipossomas 

constituídos de PCH contendo fármaco na concentração de 10 mg/mL e PLU 10% no corpo 

vítreo de olhos de coelhos albinos.  

 O conteúdo de fármaco de cada amostra do humor vítreo e aquoso foi determinado por 

cromatografia líquida de alta eficiência. O sistema de CLAE utilizado foi o descrito conforme 

metodologia do item 1.2.1. Primeiramente, analisaram-se amostras do humor vítreo e aquoso 

provenientes de coelhos sadios, isto é que não receberam a administração intravitreal da 

fórmula lipossomal contendo o fármaco modelo. 
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 Os cromatogramas apresentados nas figuras 54a e 55a mostram que não é necessário 

proceder a extração do fármaco das amostras provenientes do humor vítreo e aquoso devido à 

ausência de interferentes no tempo de retenção do fármaco em estudo.  

 

 

 

 

Figura 54. Cromatograma de amostra de humor vítreo (branco) (a) e amostra de humor vítreo 

contendo fármaco (b) obtido na análise por CLAE. 

 

 

 

a 

b 
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Figura 55. Cromatograma de amostra de humor aquoso (branco) (a) e amostra de humor 

aquoso contendo fármaco (b) obtido na análise por CLAE.  

  

O bioensaio é essencial para o desenvolvimento de novos medicamentos e se baseia na 

comparação efetuada entre a curva de resposta obtida relacionando-se a concentração de 

fármaco quantificada em determinado período de tempo de um composto conhecido com a de 

um desconhecido utilizando-se um modelo animal adequado. Entretanto, o principal problema 

a 

b 
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observado nestes estudos é o da variação biológica sendo muitas vezes responsável pelo 

desvio padrão elevado nestes ensaios. 

O ensaio de biodisponibilidade do fármaco livre e encapsulado em SUVs foi realizado 

através da quantificação de VC encontrada no humor vítreo e aquoso em olhos de coelhos no 

decorrer do tempo (total de 6 dias). A figura 56b mostra que a administração intravitreal de 

fármaco encapsulado em SUVs e veiculado em PLU proporcionou uma maior concentração 

de fármaco no humor vítreo em função do tempo quando comparado a administração 

intravitreal do fármaco livre (figura 56a). Observa-se também que o tempo de meia-vida de 

eliminação (t1/2) da VC no humor vítreo é de aproximadamente 0,3 dia (=7,2h) para o fármaco 

livre e de 1,8 dias (=43,2 h) para o fármaco encapsulado em SUVs e veiculado em PLU. 

Verifica-se que a encapsulação do fármaco em SUVs aumentou o t1/2 em cerca de 6 vezes. 

Sendo que o t1/4 (2º tempo de meia-vida de eliminação) é de 0,7 dias (=16,8h) para o fármaco 

livre e de 3,5 dias (=84h) para o fármaco encapsulado em SUVs. 

 

Figura 56. Variação dos níveis de concentração de VC no humor vítreo em função do tempo 

(dias) com o fármaco livre (a) e fármaco encapsulado em lipossomas estruturados com 50 

mM de PCH e veiculados em PLU 10% (p/p) (b). 

 

Tempo (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
(µ

g/
m

L
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

Tempo (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
(µ

g/
m

L
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

 a  b 



Resultados e Discussão                                                                                                            84  

Bruna Juliana Wanczinski 
 
 

 

 Este aumento na concentração de VC no humor vítreo estando o fármaco encapsulado 

em SUVs é justificado pois, quando o fármaco livre é administrado no corpo vítreo tem-se 

uma concentração inicial de fármaco muito elevada, entretanto a concentração num tempo 

posterior, t, irá depender da velocidade de eliminação do fármaco. O fármaco livre, por estar 

em solução, é rapidamente distribuído e eliminado, acarretando uma diminuição da 

concentração de VC em um menor espaço de tempo e, conseqüentemente, levando a um t1/2 

menor. Entretanto, para o fármaco encapsulado em SUVs e veiculado em PLU tem-se uma 

velocidade de distribuição e eliminação menor pois uma fração deste encontra-se aprisionado 

no interior da vesícula, o que favorece a uma concentração maior de VC no humor vítreo pois 

o fármaco estando compartimentalizado terá que se difundir pela bicamada lipídica atingindo 

um meio dispersante de elevada viscosidade o que colabora para um maior tempo de retenção 

da VC no humor vítreo. Observa-se ainda que após 6 dias da administração do fármaco 

encapsulado em SUVs, os níveis de antibiótico no corpo vítreo permaneceram maiores 

quando comparado aos níveis obtidos com a administração intravitreal do fármaco livre e bem 

acima da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de bactérias causadoras de patologias 

oculares, como a endoftalmite. 

Os resultados da concentração de VC em função do tempo encontrados com a fórmula 

lipossomal no humor vítreo estão de acordo com Bochot et al. (2000, 2002), que descrevem 

um aumento do tempo de retenção de fármacos no vítreo após a administração intravitreal de 

lipossomas. Além do maior tempo de retenção proporcionado por estas vesículas, os 

lipossomas protegem o fármaco da ação das enzimas metabólicas presentes no epitélio ocular 

(KAUR et al., 2004). O uso de polímeros termosensíveis favorece ao aumento da viscosidade 

do meio dispersante e, conseqüentemente, do tempo de retenção do fármaco no globo ocular, 

assim como implementam a liberação de fármacos a partir de lipossomas (CHANDAROY et 

al., 2001). 
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 A figura 57b mostra que os níveis de fármaco no humor aquoso foram superiores 

quando o fármaco estava encapsulado em SUVs quando comparado ao fármaco livre (Figura 

57a). Verifica-se que ambas as formulações no tempo 0 (t0) possuem uma concentração 

elevada de fármaco no humor vítreo e uma concentração nula de VC no humor aquoso, 

observada se extrapolarmos as curvas em sino para t0; isto se deve em virtude da própria 

administração intravitreal que no t0 proporciona aproximadamente 100% de 

biodisponibilidade na cavidade vítrea. Entretanto, à medida em que o fármaco vai sendo 

distribuído para o segmento anterior e/ou demais tecidos, a concentração de VC no humor 

vítreo diminui, sendo que no humor aquoso a concentração tende a atingir uma concentração 

máxima que cai com o decorrer do tempo devido aos parâmetros farmacocinéticos e 

fisiológicos do globo ocular. 

 

 

Figura 57. Variação dos níveis de concentração de VC no humor aquoso em função do tempo 

(dias) com o fármaco livre (a) e fármaco encapsulado em lipossomas estruturados com 50 

mM de PCH em PLU 10% (p/p) (b). 

 

De acordo com a figura 57a observa-se que, quando a concentração de VC no humor 
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(=36h), a concentração de VC no humor vítreo é de aproximadamente 120 µg/mL (Figura 

56a), em virtude da rápida distribuição do antibiótico a partir do humor vítreo. Entretanto, 

quando o fármaco atinge o segmento anterior é rapidamente eliminado pelo lacrimejamento e 

drenagem nasolacrimal, entre outros processos, levando à queda da concentração do fármaco 

a valores mínimos no decorrer do tempo no compartimento aquoso. 

Na figura 56b observa-se que, quando a concentração de VC no humor vítreo é de 

aproximadamente 600 µg/mL no 2º dia (=48h),  a concentração de VC no humor aquoso 

atinge uma concentração máxima de aproximadamente 130 µg/mL (figura 57b). Estes valores 

ainda são bem maiores, quando comparados aos encontrados nestes compartimentos para o 

fármaco livre. 

Conclui-se que a encapsulação do fármaco no sistema proposto aumentou a meia-vida 

de eliminação do antibiótico na cavidade vítrea, quando comparada à administração 

intravitreal do fármaco livre. Este fato é muito importante, pois no caso da endoftalmite, um 

dos grandes problemas no seu tratamento está nas administrações repetidas de VC via 

intravitreal, o que leva a um certo desconforto por parte do paciente. O sistema estudado, 

lipossomas contendo VC veiculados em PLU 10% (p/p), foi capaz de manter a concentração 

efetiva do fármaco por um período de tempo prolongado, o que acaba sendo uma alternativa 

promissora e adequada no tratamento de patologias que acometem o segmento posterior dos 

olhos e principalmente evitando desta maneira várias re-injeções de antibióticos no humor 

vítreo. 
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CONCLUSÕES  
 
 

 A adição de copolímero termosensível na concentração de 10% (p/p) proporcionou a 

formação de vesículas em um espaço de tempo menor de sonicação quando comparado às 

demais preparações.  

 

 A determinação do diâmetro mostrou que os lipossomas isentos de antibiótico tiveram 

seu tamanho reduzido na presença de PLU. Entretanto, para os lipossomas contendo VC os 

diâmetros aumentaram de 88 a 113 nm, quando a concentração de PLU variou de 5 a 10% 

(p/p).  Verificou-se desta maneira, que o copolímero pode estar interagindo com a bicamada 

lipídica dos lipossomas interferindo diretamente no diâmetro médio dos mesmos, mas 

proporcionando estruturas de tamanho adequadas à administração intravitreal. 

 

 A adição de VC provocou redução no tamanho das vesículas sem copolímero 

termosensível. 

 

 A eficiência de encapsulação aumentou com a adição de copolímero termosensível no 

sistema. Para o sistema constituído de fármaco em lipossomas veiculados em PLU 10% (p/p), 

quanto maior a quantidade de fármaco adicionado menor é a eficiência de encapsulação (%) e 

maior é a quantidade de fármaco encapsulado. 

 

 A análise clínica nos olhos dos coelhos, através de lupa de grande aumento, 

demonstrou que a infecção reduziu em ambos os coelhos tratados com a fórmula lipossomal e 

com a solução do fármaco livre, entretanto o número de colônias no vítreo provenientes de 

coelhos tratados com a fórmula lipossomal é bem menor em relação aos coelhos tratados com 
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a solução de VC. Isto nos leva a crer que a encapsulação de VC veiculado em copolímero 

termosensível em lipossomas de PCH pode representar vantagens do ponto de vista 

farmacológico e clínico. 

 

 Os ensaios de liberação in vitro mostraram que a velocidade de liberação do VC 

encapsulado em lipossomas unilamelares e veiculados em PLU é mais lento em relação ao 

VC livre. Observa-se, ainda, que para o fármaco encapsulado em lipossomas, a liberação é 

dependente da presença de PLU no sistema, diminuindo significantemente com o aumento da 

concentração de copolímero.  

 

 Os ensaios in vivo demonstraram um aumento da meia-vida de eliminação do fármaco 

no segmento posterior dos olhos com os lipossomas contendo VC veiculados em PLU quando 

comparado ao fármaco livre.  
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