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Epigrafe

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

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

A nossa alienacéo chega a tal ponto,
gue achamos tudo normal.
Nem percebemos que até o invencivel mar obedece
a um comando.
Ele tem seus limites na areia
e Deus é mais invencivel que ele...

Senhor, meu Deus, tu és invencivel.
N&o ha Deus maior, nem no céu, nem na Terra,
nem no universo.

Nada sou sem 0 amor que propagas na tua palavra.
Gragas a esse amor, tenho direito
e confio na tua justica de PAI.

Sei que essa justica ndo pode chegar a mim gratuitamente,
que devo fazer a minha parte.

N&o 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 presenca e no perigo,
estendes tua mao e socorres ndo s6 a mim,
mas a minha casa, minha familia, meus amigos...

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

Obrigada, Pai,
porque me ouves,
embora nem sempre eu te ouca...

Perdoe as vezes em que ouco
e ndo dou importancia...
Ajuda-me a ser melhor...
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Resumo I

RESUMO

As patologias vitreo retinianas sdo uma das principais causas de perda de visdo no
mundo. Os olhos representam um desafio no desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada ou prolongada de farmacos, em razdo de sua sensibilidade e mecanismos
fisioloégicos de defesa, os quais ocasionam a rdpida remog¢do da substincia ativa apds a
administragdo topica. O tratamento sistémico requer elevadas concentragdes de farmaco para
se obter um nivel terapéutico eficaz nos tecidos intraoculares, além disto, estd associado a
severos efeitos colaterais e toxicidade. Varias pesquisas visando a liberagdo de fairmacos no
segmento posterior dos olhos tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas. Estes estudos
incluem microesferas, nanoesferas, implantes na cavidade vitrea usando polimeros e
lipossomas. Lipossomas sdo sistemas carreadores que compartimentalizam os farmacos e tem
sido estudado associado a copolimeros termosensiveis para melhorar a atividade biologica e
obter efeito farmacoldgico prolongado. O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um
sistema capaz de oferecer um efeito farmacoldgico prolongado do firmaco no corpo vitreo
visando o tratamento de infec¢des do segmento posterior dos olhos. Neste trabalho estudou-se
a encapsulacdo do cloridrato de vancomicina (VC) em lipossomas unilamelares pequenos
(SUVs) veiculados em copolimero termosensivel (Pluronic® F127) (PLU). SUVs estruturados
com 50 mM de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (PCH) contendo ou nao VC e/ou
copolimero termosensivel foram obtidos por sonicagdo. A andlise fisico-quimica através da
técnica de espectroscopia de correlacao de fotons (PCS) demonstrou que os lipossomas vazios
tiveram o didmetro reduzido na presenca de PLU, entretanto para os lipossomas contendo VC
os diametros médios aumentaram de 88 a 113 nm, quando a concentragcdo de PLU variou de 5
a 10% (p/p). A separacdo do farmaco ndo encapsulado nos lipossomas foi realizada por

cromatografia de exclusdo em gel de Sephadex G-50. A eficiéncia de encapsulacdo do
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Resumo II

farmaco foi maior nas formulagdes com lipossomas e copolimero termosensivel. Para a
formulagdo contendo diferentes concentragdes de farmaco encapsulado em lipossomas e
veiculados em PLU 10%, verificou-se que quanto maior a quantidade de farmaco adicionado
menor ¢ a eficiéncia de encapsulacao (%). A andlise clinica e microbiologica em olhos de
coelhos demonstrou que a infec¢ao reduziu com a féormula lipossomal quando comparada a
solugdo do farmaco livre. Os ensaios de liberagdo in vitro mostraram que o perfil de liberagdo
dos lipossomas contendo VC ¢ mais lento em relagdo ao farmaco livre. Para os lipossomas
contendo VC a liberagdo ¢ dependente da presenga de PLU no sistema, diminuindo com o
aumento da concentragdo de copolimero. O perfil de liberag@o in vivo através da formulagio
contendo farmaco encapsulado em lipossomas e veiculado em PLU 10% (p/p) mostrou que a
encapsulacdo do farmaco no sistema proposto aumentou a meia-vida de eliminagdo do
antibiotico na cavidade vitrea quando comparada a administra¢do intravitreal do farmaco
livre. Estes resultados demonstram o potencial de associagdo de copolimeros em bloco com

lipossomas como um sistema de liberacao de farmacos para a VC.
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Abstract 111

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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Abstract v

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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Introducao 1

INTRODUCAO

As patologias que acometem o segmento posterior do olho: vitreoretinopatias,
endoftalmite, uveite cronica, necrose retinal aguda e retinite por Citomegalovirus sdo uma das
principais causas de perda de visdo no mundo e para as quais ndo hd ainda tratamento
adequado e efetivo (VANRELL e REFOJO, 2001).

A endoftalmite ¢ definida como uma inflamagao dos tecidos intraoculares em resposta
a alguma injuria originada de infecgdo, trauma, reagdo imune, mudangas fisicas ou quimicas,
vasculite ou neoplasma (HOMER et al., 1975; KRESLOFF et al., 1998), sendo caracterizada
por dor e sinais inflamatdrios do segmento anterior e/ou posterior (KRESLOFF et al., 1998).

O tratamento convencional da endoftalmite bacteriana reside na administra¢do de
antibiodticos, como o cloridrato de vancomicina (VC) ou associagdes, por via sistémica, topica
e intravitreal. Entretanto, os maiores problemas relacionados a estes tratamentos sdo a baixa
biodisponibilidade intraocular, altos picos de concentracdo apds a administragdo topica,
absor¢do sistémica do farmaco através do ducto-nasolacrimal, o que pode levar a efeitos
colaterais severos e a falta de eficiéncia no tratamento (LEE et al, 1985; MEISNER ¢ MEZEI,
1995; GEROSKI ¢ EDELHAUSER, 2001; KAUR et al., 2002; 2004; WEI et al., 2002). A
administracdo de antibidticos através de injecdo no compartimento vitreo ¢ altamente
desconfortavel para o paciente, fato relevante quando sdo necessarias administragoes repetidas
do farmaco para que o tratamento seja efetivo (ZENG et al., 1993; BOCHOT et al., 2000).

A evolugdo tecnoldgica na area farmacéutica proporcionou um grande avango na
oftalmologia com os sistemas de liberagdo controlada de farmacos (lipossomas,
nanoparticulas, implantes oculares, entre outros), permitindo o surgimento de novas
alternativas para o tratamento das patologias oculares (LE BOURLALIS et al., 1995; OGURA,

2001). Estes dispositivos podem ser administrados por via topica ou diretamente na cavidade
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vitrea permitindo a reducdo da freqiiéncia de administracao, maior eficiéncia e comodidade ao
paciente (DING, 1998; LE BOURLALIS et al., 1995; 1998).

Os lipossomas sdo vesiculas formadas por bicamadas lipidicas separadas por fases
aquosas ¢ contendo um compartimento aquoso central (GREGORIADIS e POSTE, 1988).
Sdo estruturas biocompativeis e podem proporcionar reducdo da toxicidade inerente a
substancia ativa, tornando os farmacos ja existentes mais eficientes em relagdo ao efeito
terapéutico e muito mais seletivo em termos de concentracdo no local de acdo, reduzindo
desta forma efeitos colaterais e aumentando a duracao do efeito farmacologico (VEMURI e
RHODES, 1995; OLIVEIRA et al., 1997).

Uma das estratégias que tem sido explorada ¢ a melhoria da adesdo nos tecidos do
globo ocular, o que pode ser facilitado pela associacdo de lipossomas com copolimeros
termosensiveis, os quais aumentam a viscosidade do meio dispersante proporcionando maior
adesdo e, consequentemente, maior tempo de contato das estruturas com a superficie dos
tecidos (LEE, 1985; DURRANI et al., 1992; KENO et al., 1999; CHANDAROY et al., 2001).

Uma classe de polimeros que vem sendo extensivamente estudada ¢ a dos
Poloxameros, conhecidos comercialmente por Pluronic® (PLU), os quais sdo copolimeros em
bloco contendo unidade central de polioxipropileno (hidrofobica) e duas unidades idénticas de
polioxietileno (hidrofilicas), arranjados em uma estrutura basica (MILLER e DONOVAN,
1982; VEYRIES et al., 1999; CHANDAROY et al.,, 2001; KABANOV et al., 2002;
DESNOYER e MCHUGH, 2003). Sao soluveis em agua, ndo idnicos e apresentam alta
biocompatibilidade e solubilidade (VEYRIES et al., 1999; MORISHITA et al., 2001). A
estabilidade e atoxicidade das solugdes aquosas de PLU o tornam adequado como veiculo
para injetaveis (JOHNSTON e MILLER, 1985; GARCIA SAGRADO et al., 1994; VEYRIES

et al., 1999).
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Na temperatura ambiente, as dispersdes de PLU apresentam-se em solugdo. Entretanto,
quando esta ¢ instilada na superficie do olho ou injetada no vitreo, a eleva¢ao da temperatura
proporciona a transi¢cdo sol-gel, prolongando o tempo de contato do farmaco com os tecidos
locais (LE BOURLALIS et al., 1995; WEI et al., 2002).

A biocompatibilidade, biodegradabilidade e inocuidade dos constituintes estruturais
dos lipossomas e¢ do copolimero fazem dos lipossomas um sistema atraente para a
administracdo intravitreal de farmacos. A literatura mostra que em varias situagdes foram
observadas diferencas significativas na distribui¢do e velocidade de eliminagdo de farmacos
veiculados em lipossomas em relagdo ao farmaco em solugdo ou suspensdo, como também
uma diminui¢do da toxicidade do farmaco (BARZA et al., 1984; TREMBLAY et al., 1985;
WIECHENS et al., 1998; ZANGH e KE, 2003).

A administragdo intravitreal de farmacos apresenta inconvenientes, como o
desconforto e a baixa aceitabilidade do paciente. Entretanto, estes sdo mais evidentes quando
terapias que envolvam esta via forem repetidas e prolongadas. Assim sendo, faz-se necessario
estudar artificios capazes de prolongar o tempo de liberagdo da substincia ativa no globo
ocular e que possivelmente minimizem os efeitos colaterais oriundos da administragdo

sistémica de farmacos e proporcionem menor freqiiéncia na administracdo do medicamento.
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Um dos principais objetivos da farmacoterapia oftalmica consiste em atingir ¢ manter
niveis de concentragdo adequados da substincia ativa nos tecidos intraoculares que sejam
terapeuticamente efetivos e ndo toxicos, por um periodo 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 ¢ posterior. O segmento anterior ¢ formado pela cornea, cdmara anterior,
iris, lente cristalino e corpo ciliar. O segmento posterior inclui o corpo vitreo, retina e cordide

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

Retina . e Iriz

Macula

Mervo Optico

Vitreo Cristalino

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

As patologias vitreo-retinianas: vitreoretinopatias, endoftalmite, uveite cronica,
necrose retinal aguda e retinite por Citomegalovirus sao uma das principais causas de perda
de visao no mundo e ainda ndo possuem um tratamento adequado e efetivo (VANRELL e
REFOJO, 2001).

Durante séculos, a maioria das preparagdes oftalmicas destinadas ao tratamento destas
patologias consistiam em solugdes de aplicagdo topica, suspensdes e semi-solidos (MEISNER
e MEZEI, 1995). Estas formas farmacéuticas convencionais possuem varias limitagoes,
especialmente quando as estruturas internas dos olhos sdo acometidas. Estima-se que somente

cerca de 5% da dose administrada das preparacdes oftdlmicas convencionais alcancem o
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segmento anterior do sistema ocular e conseqiientemente, apenas uma pequena fragdo sofre
particdo para a por¢do posterior dos olhos. Mesmo se a penetracdo ocorre o tempo de
residéncia do fairmaco nos olhos ¢ muito curto, resultando numa pequena duragdo do efeito
(HANNA, 1980; LEE e ROBINSON, 1986; LE BOURLAIS et al., 1995).

A baixa penetra¢do de farmaco nos tecidos oculares ¢ resultado da estrutura anatomica
e mecanismos fisioldgicos; os quais incluem a relativa permeabilidade seletiva da cornea aos
farmacos, a dinamica lacrimal, a remog¢ao nasolacrimal de farmacos ¢ a existéncia de uma
eficiente barreira hemato-retinal (LEE et al, 1985; MEISNER ¢ MEZEI, 1995; GEROSKI e
EDELHAUSER, 2001; KAUR et al., 2002; 2004; WEI et al., 2002). A remog¢ao nasolacrimal
de farmacos ¢ uma das vias de introdugdo de farmacos na circulagdo sist€émica a partir de
formulagdes topicas. Para farmacos potentes esta exposi¢do sist€émica através da rota
nasolacrimal ¢ suficiente para dar origem a sérios efeitos colaterais. Em virtude da existéncia
da barreira hemato-retinal, a administragdo sist€émica de farmacos implica na necessidade de
elevadas concentracdes da substancia ativa a fim de atingir concentragdes terapéuticas
adequadas no segmento posterior dos olhos. Devido a necessidade de altas concentragdes de
farmaco, a via sistémica esta associada a severos efeitos colaterais (DING, 1998; LI et al.,
1987; GEROSKI e EDELHAUSER, 2001).

O curto tempo de permanéncia do farmaco na cérnea leva a necessidade de
administracdes freqiientes por periodos de tempo prolongados a fim de compensar a
diminui¢do da concentracdo do farmaco no tecido ocular (MEISNER e MEZEI, 1995; WEI et
al., 2002; KAUR et al., 2004), fato este desconfortavel ao paciente, provocando sua nao
adesdo ao tratamento e, conseqiientemente, variagdes nos niveis terapéuticos do farmaco
(ANSEL et al., 1995). Administragdes repetidas de farmacos podem aumentar a toxicidade,
bem como os efeitos colaterais. Além do que, o paciente pode vir a apresentar alguma

irritacdo ou desconforto devido a presenga de determinado conservante ou ao pH da
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preparagao. Dessa forma, o tratamento de doengas localizadas na secdo posterior dos olhos
através de formas farmacéuticas convencionais, geralmente ¢ ineficiente em razdo da baixa
concentragdo de farmaco que penetra nesta regido (LANG, 1995; OGURA, 2001; VANRELL
e REFOJO, 2001).

Como observado em outras terapias, muitos sistemas de liberagdo de farmacos tém
sido desenvolvidos, o que pode ser avaliado pelo surgimento de publicagdes especializadas e
pesquisas sendo desenvolvidas. Embora, colirios e suspensdes, ainda sejam formas
farmacéuticas utilizadas com maior freqliéncia, varios sistemas de liberacdo ocular de
farmacos tém sido introduzidos na terapéutica a fim de regular tanto o acesso quanto a
disponibilidade da substancia ativa no seu ambiente alvo minimizando os efeitos colaterais e
mantendo uma concentragdo adequada e eficaz por um periodo de tempo prolongado. Estes
sistemas incluem solu¢des poliméricas, implantes oculares, filmes hidrofilicos e sistemas
coloidais, como nanoparticulas e lipossomas (LE BOURLALIS et al., 1995; OGURA, 2001),
os quais podem ser administrados por via topica ou diretamente na cavidade vitrea e permitem
a reducdo da freqiiéncia de administracdo trazendo comodidade ao paciente e maior eficiéncia
(OGURA, 2001; DING, 1998; LE BOURLAIS et al., 1995).

Os sistemas coloidais de veiculagdo de farmacos, tais como lipossomas tém sido
empregados na area farmacéutica desde que podem compartimentalizar os farmacos,

modificando sua velocidade de liberagao no meio bioldgico (OLIVEIRA et al., 1997).

LIPOSSOMAS
Lipossomas s3o vesiculas microscopicas formadas por bicamadas lipidicas 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 adi¢do de excesso de agua a
fosfolipideos secos (BANGHAM et al., 1972).

Segundo New (1990), os fosfolipideos mais utilizados na constru¢do de modelos de
membranas sdo as moléculas de fosfatidilcolina (CH;CH,N'(CH3)3), provavelmente em razio
de sua carga neutra, inércia quimica e similaridade com as membranas bioldgicas. A
fosfatidilcolina, conhecida também como lecitina, pode ser derivada de fontes naturais e
sintéticas, podendo ser obtida a partir da gema dos ovos e graos de soja.

Estudos de biocompatibilidade demonstraram melhores resultados com o uso de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FOONG et al., 1989). Este fosfolipideo ¢ obtido a partir
da fosfatidilcolina de soja através de um processo de hidrogenagdo catalitica (LANG et al.,
1990).

A fosfatidilcolina de soja hidrogenada apresenta alta estabilidade frente a oxidacao
quando comparada a fosfatidilcolina de soja devido a auséncia parcial ou total de acidos
graxos poliinsaturados (LANG et al., 1990), os quais possuem um papel fundamental no
processo de peroxidagdo lipidica caracterizado por reagdes em cadeia induzida por diferentes
fontes de radicais livres tais como reagdes enzimaticas, irradiacao ionizante ¢ luz ultravioleta
(STOJANOVIC et al., 2001) que levam a desestabilizagdo do sistema.

Devido a natureza dos componentes usados em sua preparagdo, lipossomas sio
considerados vesiculas biocompativeis. Podem proporcionar reducdo da toxicidade inerente
ao farmaco, como também aumento da eficacia da substancia ativa (VEMURI ¢ RHODES,
1995; OLIVEIRA et al., 1997).

Em razdo de sua estrutura versatil (Figura 2) em termos de tamanho, composi¢do,
carga superficial, fluidez da bicamada, podem encapsular compostos polares e apolares.

Substancias hidrofilicas podem ser encapsuladas no compartimento aquoso, enquanto que
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substancias lipofilicas podem ser incorporadas na bicamada lipidica (LOPES e OLIVEIRA,

2000).

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

e Preparacao de lipossomas

Numerosos procedimentos experimentais tém sido desenvolvidos para a preparacdo de
lipossomas, entretanto somente poucos deles sdo capazes de encapsular grandes quantidades
de farmacos soliveis em 4gua. As moléculas de farmaco podem ser encapsuladas em
lipossomas através da técnica de evaporagdo de fase-reversa (SZOKA e
PAPAHADJOPOULOS, 1978), inje¢do de solvente (DEAMER e BANGHAM, 1976;
SCHIEREN et al., 1978), liofilizagao (PICK, 1981), extrusao (HAMILTON et al., 1980),
sonicagdo (HAUNG, 1969), métodos mais recentes como a técnica de evaporacdo de fase-
reversa com fluido supercritico (IMURA et al., 2002) e filtragdo (KATAYAMA et al., 2002)
tém sido estudados. Em geral, todos os métodos de preparacdo envolvem trés ou quatro
estagios basicos: solubilizagdo dos lipidios em solvente organico, remocao do solvente
organico da solug¢do de lipidios, dispersdo dos lipidios em meio aquoso e purificagdo dos

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

Estes métodos podem levar a obtencdo de vesiculas unilamelares pequenas ou grandes
(SUVs e LUVs, respectivamente) ou multilamelares (MLV) (Figura 3). MLVs sdo formados
pela hidratacdo do filme lipidico seguida por agitacdo vigorosa em vortex, enquanto que os
LUVs em sua maioria sdo produzidos por evaporagdo de fase reversa. SUVs podem ser
preparados submetendo as suspensdes de MLVs ou LUVs a sonicagdo, procedimento no qual
a preparacao de MLV ¢ submetida a radiacdo de ondas de ultra-som, as quais quebram as
vesiculas multilamelares em vesiculas de tamanho reduzido assegurando a obtencdo de uma
populagdo homogénea de vesiculas (VEMURI e RHODES, 1995; MEISNER e MEZEI, 1995;
BOCHOT et al., 2000).

A grande variedade de métodos usados na obtencdo desses agregados tem permitido
dimensionar lipossomas de diferentes tipos, tamanho e estabilidade, o que tem gerado
diferentes possibilidades de aplicagdes como sistemas transportadores de farmacos

(OLIVEIRA et al.,1997). A simplicidade da preparacdo e sua versatilidade em termos de
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incorporagao de substancias de diferentes graus de hidro/lipofilia habilitam os lipossomas

como sistemas de liberagdo de farmacos pela via ocular (LE BOURLALIS et al., 1995).

e Classificacédo de lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados pelo método de preparagdo, nimero de
bicamadas presentes na vesicula, ou pelo tamanho. Quando lipossomas sdo descritos
baseando-se no numero de bicamadas eles sdo classificados em vesiculas unilamelares (ULV)
ou vesiculas multilamelares (MLV). Quanto ao método de preparacdo “REV” sdo vesiculas
obtidas através de evaporacdo de fase-reversa; “FPV” sdo vesiculas obtidas por extrusdo ou
“French Pressure Vesicle”; “EIV” vesiculas obtidas por injecdo de éter. Em relagdo ao
tamanho dos lipossomas estes sdo classificados em vesiculas unilamelares grandes (LUVs) e
vesiculas unilamelares pequenas (SUVs). A descricdo mais comumente utilizada é aquela
baseada no tamanho e lamelaridade da vesicula (VEMURI e RHODES, 1995).

Lipossomas preparados e descritos segundo Bangham (1974) sdo misturas de MLV e
ULV. As vesiculas multilamelares (MLVs), possuem um tamanho médio de 100 a 1000 nm,
na qual cada vesicula geralmente consiste de cinco ou mais lamelas concéntricas (NEW,
1990). As MLVs se formam espontaneamente quando um excesso de volume de solugdo
aquosa ¢ adicionada aos lipidios previamente secos por meio de evaporacdo em baldo de
fundo redondo sob vacuo. O tempo seguido de hidratagdo da camada de lipidio com solugao
de farmaco em tampao aquoso determina a quantidade de farmaco a ser encapsulado dentro
das vesiculas, como também influencia o tamanho das MLV (OLSON et al., 1979).

Bangham (1977) demonstrou que a eficiéncia de encapsulagdo pode ser aumentada
pelo tempo de hidratagdo do filme seco. Assim, o método de preparagdo, o tempo de
hidratagao e a espessura do filme lipidico podem influenciar as caracteristicas das MLV que

sdo preparadas a partir de lipidios com composicdo similares (VEMURI e RHODES, 1995).
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De acordo com New (1990), vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) sdo definidas
como lipossomas de tamanho médio entre 15 a 25 nm. Podem ser preparadas por técnicas
comumente empregadas como sonicacdo (HAUNG, 1969) e extrusio (HAMILTON et al.,
1980), inje¢ao de solvente (DEAMER ¢ BANGHAM, 1976) ou por um método alternativo
através da inje¢do de etanol descrito por Batrzri ¢ Korn (1973).

Vesiculas unilamelares grandes (LUVs) consistem de lipossomas com didmetros na
ordem de 1000 nm (NEW, 1990). O tamanho de LUV ¢é um topico muito debatido, pois
segundo Vemuri e Rhodes (1995) o termo “large” refere-se a estruturas vesiculares grandes, e
maiores que 100 nm. S3o capazes de aprisionar grandes volumes de solu¢des em sua
cavidade e possuem alta eficiéncia de encapsulagdo quando comparadas as MLV. Outras
vantagens de LUVs resultam da maior quantidade de farmaco encapsulado numa menor
quantidade de lipidio utilizada e reprodutibilidade da taxa de liberagdo do farmaco (TIRREL
et al., 1976). LUVs podem ser produzidos através do método de evaporagdo de fase-reversa

(VEMURI e RHODES, 1995).

e Caracterizacgao de lipossomas

A caracterizacdo detalhada da estrutura dos lipossomas, incluindo distribuicdo de
tamanho, nimero de bicamadas e volume de encapsulacdo ¢ importante, uma vez que ela
fornece informagdes importantes sobre diferengas na estrutura causadas por mudangas no
método de preparacdo e na composi¢do lipidica. Estas diferengas na estrutura afetam o
comportamento das vesiculas in vitro, assim como in vivo. Assim, uma defini¢do apropriada
da estrutura ¢ essencial para obten¢do de resultados reprodutiveis, um pré-requisito
fundamental para o emprego satisfatorio dos lipossomas na terapéutica (JOUSMA et al.,

1987; VIDAL, 1993; LIMA, 1998).
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Dentre as caracteristicas que mais refletem as variagdes entre os distintos tipos de
lipossomas estdo aquelas relacionadas a encapsulagdo de farmacos pelas vesiculas. A
eficiéncia de encapsulagdo pode ser expressa de varias maneiras:

- A porcentagem ou taxa de encapsulacdo corresponde a propor¢do de farmaco
incorporada aos lipossomas em rela¢do a quantidade inicialmente encontrada no meio.

- A massa de substincia encapsulada por unidade de massa de lipidio corresponde a
quantidade de farmaco encapsulado (pg/mol ou em pg/mg).

- O volume aquoso encapsulado corresponde ao volume ou a massa de fase aquosa
encapsulada por unidade de massa de lipidio (pg/Mol).

Virias técnicas podem ser utilizadas para caracterizar preparacdes de lipossomas, entre
as quais: espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering), cromatografia, centrifugagao,
didlise, eletroforese, ressonancia magnética nuclear e a microscopia eletronica por criofratura
(LESIEUR et al., 1991; LIMA, 1998).

Um dos meios mais utilizados para caracterizar as particulas coloidais é através da
técnica de espalhamento de luz, também denominada espectroscopia de correlagdo de fotons

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

calculo do tamanho dos lipossomas através de relagdes empiricas adequadas (NEW, 1990).

e Esterilizacdo de Lipossomas
Pirogénios podem causar febre e choque. Fontes comuns de pirogénios sdo
microrganismos, em particular os que produzem endotoxinas. E extremamente dificil remover
todos os pirogénios das dispersoes de lipossomas (VAN WINDEN, 1998).
Os seguintes procedimentos podem ser utilizados na esterilizagdo de lipossomas:

autoclavagem, utilizacdo de 6xido de etileno, uso de radiagdao gama e filtracao.
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O calor timido sob pressao (121°C/5min) ¢ o método de esterilizagdo preferido por
varias razodes. Primeiramente, por ser um procedimento simples e extensivamente validado
podendo ser empregado no produto final. Entretanto, esta técnica é restrita em razdo da
eficacia limitada contra os esporos de Bacillus stearothermophilus, além disso, somente
lipossomas de composicao adequada e com farmacos estaveis ao calor podem ser submetidos
a este processo (VAN WINDEN, 1998). A literatura descreve que produtos de degradagdo
podem ser formados durante o aquecimento inviabilizando a técnica (KIKUCHI et al., 1991).
Estudos indicam que uma baixa dose de radiacdo gama combinada com filtracdo proporciona
uma esterilizacdo eficiente dos lipossomas que ndo podem ser esterilizados por autoclavagem
(VAN WINDEN, 1998).

A esterilizagdo de fArmacos labéis pode ser realizada através do tratamento com 6xido
de etileno nos lipossomas liofilizados. O 6xido de etileno atua como um agente alquilante
exercendo efeito letal sobre os microrganismos por alquilagdo de proteinas, DNA e RNA.
Entretanto, este procedimento ndo ¢ muito utilizado devido a possibilidade da existéncia de
residuos toxicos que podem prejudicar o paciente (FRANK e HUANG, 1996; VAN
WINDEN, 1998).

A esterilizacdo por meio da radiagdo gama ¢ um método caracterizado pela utilizagao
de baixas temperaturas, permitindo aplicagdo em materiais termosensiveis. Contudo, o uso
desta técnica de esterilizagdo merece ainda mais estudos, em razdo da degradagdo de
fosfolipideos nos lipossomas (KONINGS, 1984; VAN WINDEN, 1998).

Um dos procedimentos mais utilizados na preparagdo de lipossomas estéreis ¢ a
filtracao (FREISE, 1984; NEW, 1990; VAN WINDEN, 1998). A filtragdo difere dos demais
procedimentos de esterilizagdo pela caracteristica de remover fisicamente os microrganismos
ao invés de inativa-los. Esta remocao de particulas, inclusive de endotoxinas envolve tanto um

efeito de exclusdo por tamanho quanto a adsor¢do que ¢ responsavel pela retencdo de
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particulas menores que os poros da membrana. A maior vantagem desta técnica € o fato de ser
um procedimento ndo destrutivo. Porém, este método ¢ aplicado a lipossomas de tamanhos
suficientemente pequenos que devem passar através dos poros de uma membrana de
aproximadamente 0,20 pum (FREISE, 1984). Para vesiculas maiores, todos os estagios de
produgdo devem ser realizados em condigdes assépticas (salas limpas). Recomenda-se a
passagem das solucdes organicas de lipideos através de filtros de membrana de celulose com
poros de aproximadamente 0,45 Um com a finalidade de se remover microrganismos, esporos
e materiais pirogénicos (NEW, 1990; VAN WINDEN, 1998).

A esterilizacdo da dispersdo de lipossomas com mais de uma técnica em condigdes
relativamente brandas pode resultar em um limite de contaminagdo aceitavel e pequena

destrui¢do dos lipossomas.

e Aplicacgoes clinicas — Liberacao Ocular de Farmacos

A encapsulagdo de farmacos em lipossomas pode proporcionar maiores concentragdes
da substincia ativa nos tecidos intraoculares, como também promover a libera¢do prolongada
da substancia ativa na coérnea e direcionar farmacos para o segmento posterior dos olhos,
como o vitreo (AKULA et al., 1994; BOCHOT et al., 2000).

A terapia intravitreal ¢ limitada por basicamente dois problemas. Primeiramente,
muitos farmacos sdo rapidamente eliminados a partir do humor vitreo, e para se alcancar e
manter uma terapia efetiva injecdes repetidas sdo necessarias, o que aumenta a probabilidade
de endoftalmite, dano ao cristalino e ataque retinal, sendo, assim, fracamente tolerada pelo
paciente. Em segundo lugar, alguns fAirmacos possuem uma toxicidade inerente em sua dose
efetiva induzindo efeitos adversos, como catarata, astigmatismo, hemorragia vitrea,
endoftalmite asséptica e, possivelmente toxicidade retinal apos inje¢des intravitreas repetidas

(ZENG et al., 1993; BOCHOT et al., 2000).
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Segundo Bochot et al. (2000), a liberacdo prolongada de farmacos no olho ¢
urgentemente necessaria para tratar doengas oculares cronicas, especialmente em ocasides na
qual a terapia sistémica vem acompanhada de efeitos colaterais e injecdes intravitreas
repetidas de alto risco. Neste contexto, os lipossomas podem ser considerados um sistema de
liberagdo ocular de fArmacos para a administragdo intravitreal, pelos seguintes motivos:

e S3o biocompativeis e biodegradaveis;

e S3o compostos de lipideos similares aos presentes nas membranas bioldgicas;

e Podem encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos;

e Podem incorporar quantidades precisas de farmacos;

e Prolongam o tempo de transicdo do farmaco, resultado da difusdo da substancia ativa
através das numerosas membranas fosfolipidicas;

e Seu tamanho ajuda a garantir que irdo permanecer no local da injecdo;

e Protegem o farmaco encapsulado de degradacao metabdlica;

e A preparagdo pode ser administrada na forma liquida, usando uma agulha de 27 ou 30
Gauge (G);

e Pode proporcionar uma maneira conveniente de se obter liberacdo lenta do fairmaco a
partir de um reservatorio relativamente inerte sem alterar a propriedade do farmaco
encapsulado.

O primeiro estudo utilizando lipossomas na terapia oftalmica foi relatado por Smolin
et al. (1981), os quais compararam a eficacia entre uma solu¢do de idoxuridina e sua formula
lipossomal no tratamento da queratite herpética cronica provocada em olhos de coelhos, e
concluiram que a encapsulacao do farmaco em lipossomas mostrou ser mais eficaz em relagao

ao mesmo regime terapéutico do farmaco em solugao.
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O sucesso inicial obtido por estes pesquisadores levou outros cientistas a explorar o
potencial dos lipossomas como um sistema de liberagao ocular de farmacos.

Singh e Mezei (1983) observaram um aumento significante na concentragdo de
triancinolona no humor aquoso, ap6s a administragdo do farmaco encapsulado em lipossomas.

Pleyer et al. (1994) investigaram a habilidade dos lipossomas em liberar ciclosporina
nos olhos. O farmaco foi aplicado topicamente em meio oleoso (controle), na forma
lipossomal e em fibras de colageno aliado aos lipossomas. Ambas as formulas teste
demonstraram a superioridade dos lipossomas frente ao veiculo oleoso, como também a
possibilidade de utilizar lipossomas em associagdo ao coldgeno ampliando desta forma a
propriedade de liberagao lenta.

Zangh e Ke (2003) verificaram que a instilagcdo de lipossomas contendo pilocarpina
em olhos de coelhos provocou um aumento da biodisponibilidade ocular e da duragdo do
efeito farmacolégico quando comparado a solucao de pilocarpina.

Barza et al. (1984) verificaram diferencas significantes na eliminagdo e distribuig¢ao de
gentamicina na conjuntiva com a forma lipossomal, acima de 24 horas, apds a inje¢ao
intravitreal. Entretanto, alguns experimentos com ciclosporina encapsulada em lipossomas
nao obtiveram vantagens quando comparada ao farmaco livie (ALGHADY AN et al., 1988).

Tremblay et al. (1985) verificaram que a anfotericina B, farmaco de escolha no
tratamento de infecgdes fingicas oculares, quando encapsulado em lipossomas unilamelares
apresentou menor toxicidade em relagdo ao farmaco livre ap6s a administragdo intravitreal
deste antibiotico em olhos de coelhos.

Peyman et al. (1989) observaram que a administracdo intravitreal de lipossomas,
contendo ganciclovir em coelhos prolonga o tempo de residéncia do farmaco em até 14 dias

apods a sua administragdo, sem evidéncias de toxicidade.
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Kim e Kim (1990) verificaram que a concentragdo de tobramicina encapsulada em
lipossomas no vitreo foi superior a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para Pseudomonas
aeruginosa ainda apos 18 dias da injegdo intravitreal deste farmaco em coelhos.

Wiechens et al. (1998) observaram que a incorporacdo de ciprofloxacino, antibiotico
utilizado no tratamento de endoftalmite bacteriana, em lipossomas aumentou a
biodisponibilidade do farmaco em 3 dias, apds a administragao intravitreal deste antibidtico
em olhos de coelhos. Observou-se também que os niveis de firmaco ainda permaneciam
maiores que a CIM dos microrganismos causadores desta patologia.

Gupta et al. (2000) demonstraram que a encapsulagcdo de fluconazol em lipossomas
aumentou de modo significativo a meia-vida do farmaco na cavidade vitrea, ap6s a respectiva
administracdo intravitreal do fArmaco em coelhos e analises quantitativas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Shinobara et al. (2003) concluiram que a daunorubicina encapsulada em lipossomas
apresenta potencial no tratamento da vitreoretinopatia proliferativa, sem proporcionar danos a
retina.

A encapsulacio de farmacos em lipossomas ¢ fortemente influenciada pela
composi¢ao lipidica, carga superficial, propriedades fisico-quimicas do farmaco e a interacao
entre o farmaco ¢ as vesiculas lipidicas (SCHAEFFER e KROHN, 1982; MEISNER e
MEZEI, 1995; KAUR et al., 2004).

Estudos farmacologicos t€ém demonstrado que vesiculas com carga superficial positiva
possuem um desempenho melhor quando comparadas as vesiculas de carga neutra ou
negativa. Estudos in vitro evidenciam que a ligacdo dos lipossomas na area precorneal
aumenta na seguinte ordem: carga superficial positiva > negativa > neutra (SHEK e

BARBER, 1987; MEISNER e MEZEI, 1995).
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A retengdo de lipossomas na superficie corneal talvez represente o maior desafio para
um sistema de liberagdo ocular de farmacos efetivo (MEISNER e MEZEI, 1995).

Viarios estudos tém demonstrado que a interagdo de uma carga superficial positiva nas
vesiculas pode prolongar o tempo de retengdo precorneal, melhorando desta forma a
biodisponibilidade ocular e aumentando a duragdo do efeito farmacoldgico.

Shek e Barber (1987) sugeriram que lipossomas com carga superficial positiva podem
formar uma adsor¢do mais estavel devido a carga negativa do muco no epitélio corneal.
Entretanto, alguns lipideos positivos, p.e. estearilamina, parecem possuir toxicidade as células
e ser irritante aos olhos.

Outros pesquisadores tém empregado diferentes substiancias para formular vesiculas
com um maior tempo de reten¢do, habilidade de direcioné-las ao epitélio corneal ou a outros
tecidos oculares.

Embora, o mecanismo de adesdo dos lipossomas a cérnea ainda ndo estar totalmente
esclarecido, existem algumas teorias, entre estas a ligacdo entre o muco e a carga superficial
positiva das vesiculas, formagao de ligagdes quimicas entre os analogos e a superficie celular,
inibi¢do da drenagem pelos lipossomas (MEISNER e MEZEI, 1995).

A baixa viscosidade das solugdes coloidais tende a ndo permitir um tempo de retencao
suficiente do farmaco na cérnea (BOCHOT et al., 1998). Com base nisto, varias estratégias
tém sido exploradas a fim de facilitar a adesdo de lipossomas no globo ocular, levando ao
prolongamento do tempo de retencdo dos lipossomas na coérnea e favorecendo a uma
penetracdo mais ativa do farmaco no tecido ocular. Um dos métodos mais efetivos de
modificacdo ¢ a utilizacdo de lipossomas com polimeros (KENO et al., 1999; CHANDAROY
et al., 2001), os quais aumentam a viscosidade do meio dispersante proporcionando melhor
adesdo e, por extensdo, maior tempo de contato das estruturas com a superficie dos tecidos

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

Bruna Juliana Wanczinski



Introducéo 19

Uma classe de polimeros que vem sendo extensivamente estudada ¢ a dos
Poloxameros, conhecidos comercialmente por PLU (Figura 4), os quais sdo copolimeros em
blocos contendo unidade central de polioxipropileno (hidrofébica) e duas unidades idénticas
de polioxietileno (hidrofilicas), arranjados em uma estrutura basica (MILLER ¢ DONOVAN,
1982; VEYRIES et al.,, 1999; CHANDAROY et al., 2001; KABANOV et al.,, 2002;
DESNOYER ¢ MCHUGH, 2003). Sao soliveis em agua, ndo idnicos e¢ apresentam alta
biocompatibilidade e solubilidade (VEYRIES et al., 1999; MORISHITA et al., 2001). A
estabilidade e atoxicidade das solug¢des aquosas de PLU o tornam adequado como veiculo

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

Figura 4. Férmula estrutural dos PLURONICS.

et al., 1999).

Dispersdoes de PLU apresentam caracteristicas reologicas de termosensibilidade
(SCHMOLKA, 1972), de forma que com o aumento da temperatura, ocorre a formacao de
micelas, de modo que a porcao de polioxipropileno forma uma coroa circundada pela porgao
de polioxietileno dando origem a um sistema gel biodegradavel (WANKA et al., 1990;
WANKA et al., 1994; ANDERSON et al., 2001). A existéncia de uma fase aquosa ¢ uma
microfase micelar permite que farmacos lipofilicos sejam dissolvidos em concentragdes
maiores quando comparado a solugdes aquosas (SAETTONE et al., 1988; JAFERT et al.,

1994; LEE et al., 1997). No organismo, o gel atrai dgua e se dissolve causando a liberacao do
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farmaco, a qual ¢ dependente da dissolugao do gel (ANDERSON et al., 2001). Segundo Jeong
et al. (2002) esta dependéncia da temperatura na formac¢ao de micelas ¢ muito importante na
liberagdo de farmacos sob varios aspectos, pois abaixo da temperatura micelar critica (TMC)
o equilibrio ¢ deslocado para a formacdo de mondmeros de PLU e farmaco livre, enquanto
que em temperaturas mais altas o equilibrio favorece a formagdao de micelas esféricas
contendo o farmaco livre e, reduzindo, desta forma, o nimero de mondmeros nao associados
em solugdo. A fase liquida-fase gel, também ¢ extremamente dependente da concentracao de
PLU (EDSMAN et al., 1998; JEONG et al., 2002) e pode ser alterada por sais (PANDIT e
KISAKA, 1996).

Na temperatura ambiente, as dispersdes de PLU apresentam-se em solugdo, entretanto,
quando esta ¢ instilada na superficie do olho ou injetada no vitreo, a elevagao da temperatura
proporciona a transi¢cdo sol-gel, prolongando o tempo de contato do farmaco com os tecidos
locais (LE BOURLALIS et al., 1995; WEI et al., 2002).

A associagdo de lipossomas contendo o farmaco com o copolimero termosensivel
PLU, pode promover desta forma a liberacdo prolongada da substancia ativa no local da
infeccdo (JAMSHALID et al., 1988; WOODLE et al., 1992; CHANDAROY et al., 2001), além
de favorecer a reten¢do de lipossomas na superficie ocular ¢ uma melhora da atividade do

farmaco no vitreo.
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FARMACO - VC
A vancomicina (Figura 5) ¢ um antibidtico glicopeptidico triciclico e com peso
molecular de aproximadamente 1500 Daltons (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2001; THE

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

OH
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Figura 5. Formula estrutural da vancomicina.

Suas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas incluem: cor castanha clara,
pouco odor, pd higroscdpico. Possui 3 grupos de fenois ionizaveis (pKa=7,2; 8,6 € 9,6), um
grupo acido carboxilico (pKa=2,9) e 2 grupos amina (pKa=10,4 ¢ 11,7) (BERTHOLD et al.,
1996). Na forma de cloridrato ¢ altamente soluvel em dgua e insoluvel em éter ¢ em
cloroférmio. Apresenta pH de 2,5-4,5 em solugdo aquosa a 5%. As solugdes sdo mais estaveis
em pH 3,0-5,0 (USP, 2002).

A vancomicina € 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 patogénicos,

incluindo os produtores de beta-lactamase e os resistentes a nafcilina sdo destruidos em
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concentragdes de 10 ug/mL ou menos. Os mutantes resistentes sao muito raros em populacdes
susceptiveis, e a resisténcia clinica desenvolve-se muito lentamente (JAWETZ, 1995).
Segundo Chambers (2001) a vancomicina ¢ um dos uUnicos antibidticos, o qual o
Staphylococcus sp. ¢ altamente sensivel. 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, ndo exerce atividade contra
bacilos gram-negativos e micobactérias (CUNHA e RISTUCCIA, 1983; KOROLKOVAS,
1999). Agente bactericida para a maioria dos microrganismos gram-positivos e
bacteriostaticos para Enterococcus sp (KOROLKOVAS, 1999).

O mecanismo de agdo deste antibidtico consiste em inibir a sintese da parede celular
de bactérias sensiveis ligando-se com alta afinidade ao terminal D-alanil-D- alanina, precursor
da parede celular bacteriana, provocando assim a destrui¢do da célula por lise (CHAMBERS,
2001), também exerce efeito atuando na destruicdo da membrana citoplasmatica do
protoplasma e inibindo a sintese do RNA bacteriano (ZANINI et al., 1997, MARTINDALE,
2002).

Segundo Chambers (2001), a vancomicina € pouco absorvida apds administragdo oral,
e altas concentragdes sdo excretadas nas fezes. A administra¢do intramuscular estd associada a
dor e necrose tissular, enquanto que a administracdo intravenosa esta 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 farmaco ¢ um dos antibidticos mais utilizados no tratamento da
endoftalmite (ROTH e FLYNN, 1997), inflamagdo dos tecidos intraoculares em resposta a
alguma injaria originada de infec¢do, trauma, reacdo imune, mudangas fisicas ou quimicas,
vasculite ou neoplasma (HOMER et al., 1975; KRESLOFF et al., 1998), sendo caracterizada

por dor e sinais inflamatdrios do segmento anterior e/ou posterior (KRESLOFF et al., 1998).
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Quando a causa desta enfermidade ¢ bacteriana, o agente etioldgico mais comum ¢ o
Staphylococcus aureus e o Staphylococcus epidermidis (HOMER et al., 1975; ROTH e
FLYNN, 1997), a infeccdo progride rapidamente podendo resultar em perda completa da
visdo ou até mesmo do olho. Apesar do tratamento com antibidticos e corticoesterdides o
prognostico ¢ ruim devido a baixa penetracdo destes farmacos no compartimento vitreo
quando administrados via sistémica, subconjuntival ou topica. A administragdo intravitreal de
antibidticos resistentes a cepas de Staphylococcus sp., como a vancomicina (WISE, 1973;
ROTH e FLYNN, 1997; JACQUIN et al., 2001), parece ser uma op¢do muito promissora e
interessante no tratamento da endolftalmite, haja vista que a maioria dos antibidticos
administrados por vias indiretas, como a parenteral, apresenta uma baixa difusdo no vitreo
quando comparada a altas concentracdes adquiridas apds a administracdo intravitreal de
farmacos, além do surgimento rapido de cepas de Staphylococcus sp. resistentes aos
antibiodticos ja existentes (HOMER et al., 1975; ROTH e FLYNN, 1997; JACQUIN et al.,
2001). O grande problema da administragdo intravitreal de farmacos esta no fato de que,
dependendo da patologia, as vezes fazem-se necessarias injecdes repetidas para manter a
concentragdo efetiva do farmaco no compartimento vitreo, o que leva a uma certa rejeigao por
parte do paciente (HOMER et al., 1975; BOCHOT et al., 2000).

Sendo assim, torna-se relevante estudar sistemas capazes de proporcionar uma
liberagdo prolongada do VC no compartimento vitreo colaborando para um tratamento de
melhor adesdo, reduzindo dose e os efeitos colaterais do farmaco ja mencionados

anteriormente neste trabalho.
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OBJETIVO GERAL:
Desenvolver lipossomas contendo VC veiculados em copolimero termosensivel (PLU)

como um sistema de liberagdo prolongada na cavidade vitrea do globo ocular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Obter lipossomas contendo VC a partir de fosfatidilcolina de soja hidrogenada
(PCH) e veiculados em PLU;

2. Caracterizar fisico-quimicamente o sistema obtido;

3. Estudar o comportamento reologico das dispersdes de PLU;

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

5. Avaliar o perfil de libera¢do do VC in vivo.
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MATERIAL E METODOS
MATERIAL

1. Substancias, Reagentes, Matérias-primas e Solventes

- Acetonitrila (Bayer”, Alemanha)

- Agar sangue (Merck”, Alemanha)

- Agua deionizada Milli Q

- Alcool etilico absoluto p.a. (Synth®, Brasil)

- Alcool metilico absoluto p.a. (Synth®, Brasil)

- Cloridrato de cetamina solucio injetavel (Cristalia®, Brasil)

- Cloridrato de vancomicina 500 mg na forma de p¢ liofilizado para solucdo injetavel (Unido
Quimica®, Brasil)

- Cloridrato de xilazina solugdo injetavel (Cristalia®, Brasil)

- Cloroformio p.a (Synth®, Brasil)

- Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, Epikuron 200 SH* (Lucas Meyer, Alemanha)
- Fosfato de aménio monobasico (Merck”, Alemanha)

- Meio liquido estéril de infusdo cérebro-coragdo (BHI) (Merck”™, Alemanha)

- Pentobarbital solucio injetavel (Cristalia®, Brasil)

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

- Sephadex G-50 (Merck®, Alemanha)
- Soro fisiologico estéril (Equiplex®, Brasil)

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

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

- Agitador magnético - Fisatom” - mod. 713

- Aparelho para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (LC Star/PDA - Varian®), com
duas bombas de injecdo de solvente (Prostar®/Dynamax® 2.4), controle automatico de fluxo,
detector espectrofotométrico com fotodiodo (Prostar® 330 UV-VIS PDA), forno controlador
de temperatura da coluna, sistema de integragao Star® e sistema de inje¢do (Rheodyne®, VS
7125) com loop de 100 pL

- Aparelho para espalhamento dinamico de luz: Fonte de laser He-Ne 10mW (Hughes® -
USA); auto correlator 64 canais, software (BrookHaven)

- Aredmetros - Incoterm®

- Balanga analitica standard - Ohaus®

- Balanga semi-analitica - Gehaka®

- Banho criotermostatico - Quimis®

- Barras de agitacdo magnética

- Bomba de vacuo - Tecnal®

- Centrifuga - Eppendorf ® _mod. 5415D

- Centrifuga - Hitachi® - mod. CP 80 B

- Coluna para Cromatografia Liquida de Alta Efciéncia RP - 18 (Merck® - LiChrospher®

Sum), com dimensdes de 250 X 4,6 mm e pré-coluna embutida
- Copo de vidro transparente com dupla parede para entrada e saida de 4gua

- Cubetas para espectrofotometria, capacidade de 4mL, caminho 6ptico de Icm - Spectrocell®
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- Dessecador de vidro

- Estufa de secagem - F anen” - mod. 315 SE

- Espectrofotdmetro de arranjo de diodo UV - VIS - Hewlett Packard® - mod. 8453
- Espectrofotometro 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 um - Millipore®
- Microsseringas - Hamilton”™

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

- Pipetas de Pasteur

- Pipetador automatico capacidade 10, 100 e 1000 pL - Gilson®
- Placas de Petri

_ Purificador de gua Milli - Q Plus - Millipore”™

- Refratometro de Abbé¢ - Atag0®

- 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 filtragao - Millipore®
- Tubos de centrifuga 10 mL - Sorvall®

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

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

baldo volumétrico, erlenmeyer)

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

3. Outros Materiais

- Maquina fotografica digital Sony®

- Oftalmoscopio ri-star”

- Staphylococcus epidermidis (ATCC 1755)

4. Animais de Laboratério

- Coelhos albinos (Fémeas da raca Nova Zelandia)
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METODOS

1. Metodologia analitica para a determinacéo de VC

1.1.  Espectrofotometria de UV-VIS
1.1.1. Espectro de maxima absorcéo do VC

Preparou-se uma solugdo padrao de VC a 200 ug/mL a partir de uma solugdo estoque
contendo 1000 pg/mL de VC em tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,2 . Efetuou-se o espectro de
varredura no intervalo entre 200 e 600 nm para verificar a regido de comprimento de onda que

resulta em maior absorc¢ao do VC.

1.1.2. Curva padréo do VC

A curva padriao do VC em tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,2 e em metanol foi construida a
partir de uma solug@o estoque contendo 1000 pg/mL de VC. Aliquotas da solucdo estoque
foram adicionadas a 2,0 mL de tampao e metanol diretamente na cubeta do espectrofotometro
de modo a obter concentragdes na faixa de 9 a 450 ug/mL (em tampao Tris-HCI) e de 29 a
197 pg/mL (em metanol). A cada adicdo, homogeneizava-se a solugdo na propria cubeta e
procedia-se diretamente a leitura da absorbancia em comprimento de onda de 280 nm, contra
um branco de Tris ou metanol.

As andlises foram realizadas em triplicata e a curva padrdo foi construida com a média dos
valores das absorbancias lidas para cada concentragdo. Posteriormente, elaborou-se o grafico
relacionando a absorbancia em fun¢do da concentracdo de VC. Com os valores experimentais
obtidos a curva padrao foi calculada pela seguinte equacao:

Abs g =a[VC] +Db

Sendo: Abs = absorbancia do farmaco obtida em 280 nm;
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a = coeficiente angular da reta;
b = intercepto da curva em relagdo ao eixo da absorbancia do fArmaco,sgy;

[VC] = concentragdo de VC.

1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
1.2.1. Condigdes cromatograficas (DEL NOZAL et al., 1996 adaptado)
- Coluna: RP C18 (Merck® - LiChrospher® Sum), com dimensdes de 250 x 4,6 mm e
pré-coluna embutida
- Temperatura da coluna: 25°C
- Vazao: 0,7 mL/min
- Presséo: 140 bars
- Detector UV - VIS com fotodiodo
- A=280nm
- Velocidade do papel: 0,63 cm/min
- Eluicéo: isocratica
- Fase movel: tampao 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 inje¢é@o: 100 uL

- Tempo de corrida: 20 min

A fase movel foi preparada com acetonitrila e dgua purificada em sistema "Milli-Q".
A mistura obtida foi filtrada (membrana de teflon de 0,45 um) e deaerada sob sonicagdo por

45 minutos.
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1.2.2. Curva padrao do VC por CLAE

A curva padrao do VC foi construida a partir de uma solugdo estoque contendo 1000
ug/mL de cloridrato de VC em tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,2. Foram obtidas diluigdes do
farmaco de modo a se obter concentragdes na faixa de 6 a 650 pg/mL. Estas solugdes foram
filtradas em membrana de policarbonato (0,20 um) e analisadas por CLAE, utilizando as
condi¢des cromatograficas especificadas no item 1.2.1. Para cada concentracdo foram
realizadas trés determinagdes. Os resultados foram utilizados para o célculo da regressdao
linear, obtengdo da equacdo da reta e do coeficiente de correlagao.

A curva padrdo foi calculada pela seguinte equagao:
Area do pico 0 =a[VC] +b

Sendo: Area do pico 230 = area do pico do farmaco obtida em 280 nm;
a = coeficiente angular da reta;
b = intercepto da curva em relagdo ao eixo da area do picoaso;

[VC] = concentragao de VC.

2. Obtencéo das dispersoes de PLU

As dispersdes 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 copolimero em tampao Tris-HCl 10 mM pH
7,2. Quantidades apropriadas de PLU foram adicionadas em solucao tampao Tris a 5°C para
dispersdo. As dispersdoes foram armazenadas sob refrigeragdo até completa dissolucao do
copolimero. Posteriormente, as amostras foram mantidas sob refrigeracao para conservacao e

facilidade de manuseio.
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3. Estudo reoldgico das dispersdes de PLU

Amostras de 100 g de cada preparacdo de PLU foram colocadas em um copo de vidro
transparente (4,5 cm x 10 cm) de dupla parede com entrada e saida de 4gua na temperatura de
34,5 £ 0,5°C, controlada pelo banho criotermostatico.

O estudo reoldgico foi conduzido com viscosimetro rotativo (Visco Star-LP Select), o
qual permite medir eletronicamente a forca de tor¢do necessdria para superar a resisténcia da
rotagdo ja convertida em viscosidade na unidade de mPa.s. Para as preparagdes a 5; 7,5 e 10%
(p/p) de PLU utilizou-se um cilindro caracteristico de fluidos mais liquidos (L1), j& para a
preparacdo a 15% (p/p) um cilindro caracteristico de fluidos mais viscosos (L4).

Os dados foram obtidos em triplicata e representados na forma de graficos, no qual o eixo
das abcissas representa a velocidade (tensdo de cisalhamento) e o eixo das ordenadas a

viscosidade.

4. Preparacao dos lipossomas
e Formacéo do filme lipidico

Em um tubo de sonicacdo foram adicionados 150 mg de PCH dissolvida em 1,0 mL de
cloroférmio. A evaporacdo do solvente foi promovida com movimentos rotatérios do tubo sob
uma corrente de nitrogénio, ocorrendo a formagdo do filme lipidico nas paredes do tubo.
Colocou-se em seguida o tubo com o filme lipidico em dessecador a vacuo até eliminagao do

solvente por 12 horas.

e Hidratacéo do filme lipidico
Ap6s ser retirado do dessecador, o tubo contendo o filme lipidico foi hidratado com 4,0

mL de tampdo Tris-HCI 10 mM pH 7,2. Durante 45 minutos o tubo foi deixado em repouso a
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fim de promover a hidratacdo do filme lipidico. Obteve-se uma dispersao contendo 50 mM de

PCH como concentragdo final.

e Dispersao do filme lipidico
Ao término do periodo de hidratagdo, o tubo foi levado a um agitador do tipo vortex até o
completo desprendimento do filme lipidico das paredes do tubo. Este procedimento originou

uma dispersdo turva, leitosa.

e Obtencao de Vesiculas Unilamelares Pequenas (SUVs)

SUVs foram obtidas através da sonicagdo da dispersao lipidica formada anteriormente.
Para tanto, utilizou-se as seguintes condicdes experimentais: poténcia de aproximadamente
200 W e pulsos de sonicagdo de 1 minuto. O perfil de formacdo de SUVs foi acompanhado
medindo-se a diminuicdo da turbidez da amostra por espectrofotometria em 410 nm, até
valores constantes.

Apos a sonicacdo, a dispersao de SUV obtida foi centrifugada a 3.900 rpm por 15

minutos, a fim de eliminar o residuo de titanio liberado pela haste do sonicador.

5. Preparacéo de lipossomas contendo PLU

Para a obtencdo de lipossomas contendo PLU a 5; 7,5; 10; 12,5 e 15% (p/p) (GASPAR,
2003) seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito no item 4 entretanto os filmes lipidicos
foram hidratados com 4,0 mL de dispersdes de PLU a 5; 7,5; 10; 12,5 ¢ 15% (p/p),
respectivamente. O perfil de formagdo das vesiculas contendo PLU a 12,5 e 15% (p/p) nao
pode ser determinado devido a formacdo de um gel altamente viscoso de dificil manuseio
antes e apos a sonicagdo. Assim sendo, optou-se por trabalhar com concentragdes de

copolimero de 5; 7,5 ¢ 10% (p/p).
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6. Preparacéao de lipossomas contendo VC
Para a obten¢ao de lipossomas contendo VC seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito no
item 4. Entretanto o filme lipidico foi hidratado com 4,0 mL de uma solucdo de VC em

tampao Tris-HC1 10 mM pH 7,2 na concentragdo de 10 mg/mL.

7. Preparacdo de lipossomas contendo VC e PLU

Pesou-se exatamente 40 mg de VC e dissolveu-se em dispersdes de PLU na concentragdo
de 5; 7,5 e 10% (p/p). Cada filme lipidico foi hidratado com 4,0 mL destas solugdes,
respectivamente.

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

8. CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS
8.1. Separacédo do farmaco ndo encapsulado

A separacdo do VC ndo encapsulado nos lipossomas foi efetuada através da
cromatografia de exclusdo (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 ndo encapsulado obtido na formacdo de lipossomas com este
farmaco. Pesou-se 10,0 g de Sephadex G-50, os quais permaneceram por 12 horas com agua
purificada, suficiente para a hidratacdo. Depois de hidratada, a solu¢cdo de Sephadex foi
deaerada durante 30 minutos em um compressor a vacuo, posteriormente foi realizado o
empacotamento da coluna. Com um tamanho de 29 cm de altura por 2,5 cm de diametro, a
coluna foi empacotada, ou seja, a solugdo de Sephadex previamente hidratada foi passada para
a coluna atingindo uma altura de 29 cm.

Apods o empacotamento, lavou-se a coluna com aproximadamente 400 mL de tampao Tris-

HCl 10 mM pH 7,2. Posteriormente, foram aplicados 2,0 mL de lipossomas isentos de
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farmaco sobre a coluna, com a finalidade de saturar todos os sitios de ligacdo do Sephadex. O
meio de eluigcdo foi sempre tampao 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 preparac¢ao de lipossomas contendo VC foram aplicados sobre a coluna, e a
eluicdo foi promovida pelo tampao Tris. Uma vez aplicada a amostra, teve inicio a coleta de
fragoes eluidas. Foram coletadas 60 fragcdes de aproximadamente 2,0 mL.

Cada fragdo foi levada ao espectrofotometro e sua absorbancia lida em 2 comprimentos de
onda: 410 e 280 nm. Em 410 nm observa-se o perfil de elui¢ao dos lipossomas e em 280 nm ¢
possivel acompanhar o perfil de eluicao do farmaco.

O mesmo procedimento foi realizado para lipossomas contendo farmaco (10 mg/mL) e
concentragdes de copolimero de 5; 7,5 ¢ 10% (p/p) em Tris, entretanto a coluna foi
previamente saturada com lipossomas isentos de farmaco, mas adicionados de PLU na

respectiva concentragdo de interesse.

8.2. Determinacéo da Eficiéncia de Encapsulacao

As fragdes que apresentaram turbidez em 410 nm correspondem as fragdes contendo
lipossomas. Apos esta verificacdo, todas as fragcdes contendo lipossomas foram reunidas e
liofilizadas. O residuo total foi pesado ¢ uma aliquota de 20 mg das fragdes liofilizadas,
diluida adequadamente em 2,5 mL de metanol (solvente que proporciona a ruptura dos
lipossomas para que o fArmaco encapsulado seja liberado na solugdo). Em cubeta de quartzo,
adicionou-se 1,5 mL da preparacdo anterior e diluiu-se com mais 0,5 mL de metanol, sendo a
concentragdo de VC determinada espectrofotometricamente. Utilizou-se um branco de
lipossomas vazios liofilizados e submetidos a0 mesmo tratamento para cada amostra. A
quantidade de VC encapsulado foi determinado utilizando-se a curva padrao do farmaco em

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

Com o intuito de se estudar a encapsulagdo do VC optou-se por trabalhar com o
sistema que sera utilizado para avaliagdo in vivo, lipossomas contendo farmaco e PLU 10%
(p/p). Vesiculas contendo VC em diferentes concentragdes (2; 5; 7,5; 10; 12,5, 15 ¢ 20
mg/mL) veiculadas em gel de PLU 10% (p/p) foram obtidas sendo a separagdo do farmaco
ndo encapsulado e a eficiéncia de encapsulagdo determinados conforme metodologias

propostas nos itens 8.1 e 8.2.

8.4. Indice de Refrac&o dos lipossomas

A determinacdo do indice de refragdo dos lipossomas foi realizada conforme a
Farmacopéia Brasileira 4* Ed. (1988). O refratometro de Abbé foi aferido a 20°C com agua
bidestilada e tratada em aparelho Millipore (indice de refragdo 1,3325). O experimento foi

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

8.4.1. Diametro Medio das Particulas dos Lipossomas

A analise do tamanho dos lipossomas foi realizada através da técnica de espalhamento
de luz (Dynamic Light Scattering), também denominada espectroscopia de correlagdo de
fotons (PCS).

Esta técnica fornece o raio hidrodinamico de particulas coloidais, o qual pode ser
calculado pela equacdo de Einstein-Stokes através da qual se determina o coeficiente de
difusdo das goticulas através da variacdo do espalhamento de luz causado pelo movimento

Browniano das goticulas. O célculo ¢ obtido pela equagao de Einstein-Stokes:
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D= KT/6mnry
em que, K ¢ a constante de Boltzmann (1,3807 X 10™'® ergK™), T a temperatura absoluta (293
K), ® (3,141516), n a viscosidade do meio (1,002 cps) e I'h o raio hidrodindmico. Como o Iy
aumenta quando o coeficiente de difusdo diminui, € necessario realizar diluicdes das amostras
a fim de que a concentracdo das goticulas ndo interfira na difusdo. Deve-se ter um cuidado
especial com a temperatura e viscosidade uma vez que uma pequena variacdo desses
parametros pode causar erro nas determinac¢des de tamanho (NEW, 1990).

A técnica de PCS consiste em atravessar determinada amostra com um feixe de laser,
de modo que as goticulas presentes no meio espalhem a luz. A luz espalhada ¢ captada como
sinal que ¢ enviado ao correlator, no qual ¢ feito o processamento dos dados. Estes sdo
enviados para um computador onde um software realiza os calculos fornecendo os valores de
tamanho médio e indice de polidispersidade, entre outros (NEW, 1990).

A andlise do diametro das vesiculas foi realizada no laboratério de fisico-quimica do
Instituto de Quimica de Araraquara/SP, com o auxilio de um analisador de particulas por
espalhamento de luz, BROOKHAVEN - fonte de laser He-Ne 10mW, A=532 nm -HUGHES;

auto correlator de 64 canais.

8.4.2. Preparo das amostras para avaliagdo por espalhamento de luz

Para este ensaio, 200 uL de cada preparacao de lipossomas foram diluidos com 5,0 mL
de tampao Tris-HClI 10 mM pH 7,2 e, posteriormente, filtrados em membrana de
policarbonato com poros de 0,20 um de didmetro e analisadas em analisador de particulas
Brookhaven.

As preparagdes foram mantidas em frascos de cintilagcdo isentos de poeira. Os frascos

foram colocados na camara de analise de modo que o feixe de laser atravessasse a dispersao
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em toda a sua extensdo. 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 calculos sdo 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 indice de refragao variou de acordo
com cada amostra analisada.

Foram realizadas 10 determinacdes de diametro para cada amostra e calculado o

desvio padrao e o coeficiente de polidispersibilidade, com duragao total de 5 minutos.

9. Ensaio de liberacéo in vitro

O ensaio de liberacdo in vitro do VC foi determinado em sistema estatico, através da
membrana de acetato de celulose. Utilizou-se o esquema proposto pela Farmacopéia
Americana (USP XXIII, 1995) modificada para a cubeta do espectrofotdometro com 1 cm de
caminho 6ptico e 3 mL de volume do receptor (Figura 6) (ANDREO-FILHO, 1999).

Pipetou-se 100 pL da dispersao de lipossomas (equivalente a 1 mg de VC) para que se
estabelecessem as condi¢des Sink de ensaio. Esta amostra foi distribuida sobre a membrana,
evitando a formacgao de bolhas. O cilindro foi acoplado a célula de difusdo 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
dissolu¢do do mesmo. A simulagdo das condi¢des Sink normalmente é obtida, usando-se um
grande volume de meio de dissolu¢do, ou mecanismos pelos quais o meio de dissolugdo ¢
constantemente reposto com solvente puro, de modo que a concentracdo do soluto nao
alcance mais do que 10 a 15% da usa solubilidade maxima. De acordo com THE MERCK
INDEX (2001) a solubilidade do VC em agua ¢ maior que 100 mg/mL.

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

possivel interferéncia da PCH na quantificacdo do VC por espectrofotometria.
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No esquema da figura 6 observa-se um suporte de vidro, colocado na cubeta do
espectrofotometro, 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 ¢ presa ao suporte ¢ sobre ela € colocada a amostra a ser analisada. Sobre a parte

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

, Tampa
—— Anel de barracha
Suporte de wdro

MMetnbrana de acetato de celulose

Iein receptor

Batra tnagnética

Figura 6. Representagdo esquematica do sistema de liberag@o in vitro adaptado a cubeta do

espectrofotdmetro (ANDREO-FILHO, 1999).

As condicdes experimentais foram: temperatura de 35 + 0,5°C, membrana de acetato
de celulose (A=0,28 cm?®), aplicacio de 100 pL de cada amostra sobre a membrana
(equivalente a 1 mg de farmaco), como meio receptor foi utilizado 2,5 mL de tampao Tris-
HCI 10 mM pH 7,2 e quantificacdo do VC em 280 nm. A agitacdo 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.
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10. Efeito de lipossomas de vancomicina na infeccdo 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 um de didmetro para um frasco de vidro
previamente esterilizado por autoclavagem. Induziu-se endoftalmite experimental através da
inoculagdo de 1,0 x 10" UFC/0,1 mL de Staphylococcus epidermidis (ATCC 1755) na
cavidade vitrea de olhos direito de coelhos (n=30), pesando cerca de 2,0-3,0 kg. Apods 24
horas da inoculacdo do microrganismo, os coelhos apresentaram equimose e inflamacao
(endoftalmite tipo moderada). Os animais foram anestesiados com uma mistura de solucdo 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 dispersao de lipossomas no corpo vitreo
dos coelhos (n=10). Utilizou-se como referéncia 0,1 mL de solu¢do de VC, sendo aplicada
também no corpo vitreo dos coelhos (n=10). Os 10 coelhos restantes foram utilizados como
controle. Em intervalos de tempo pré-determinados foi realizada a analise clinica nos olhos
dos animais com o objetivo de se verificar a regressao da infeccdo. A avaliacdo clinica incluiu
inspe¢do, oftalmoscopia indireta, fotografias do segmento anterior e do fundo ocular e foram
realizadas diariamente até o 3° dia apods a injecdo do VC livre e encapsulado, quando os
coelhos foram sacrificados. O experimento foi realizado no Hospital das Clinicas localizado

em Ribeirdo Preto/SP em colaboragido com o oftalmologista Dr. José Augusto Cardillo.

11. Ensaio Microbioldgico
11.1. Endoftalmite experimental em coelhos

Uma cepa especifica de S. epidermidis (ATCC 1755) foi armazenada em placas de
agar sangue em meio refrigerado.

Para a reativacdo do indculo, os microrganismos foram retirados das placas e

suspendidos em 5 mL de meio liquido estéril de infusdo cérebro-coracdo. O meio liquido foi
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deixado por 12 horas em estufa a 37°C para o crescimento bacteriano. A fim de mensurar o
nimero de bactérias no meio foi determinada a sua densidade optica (D.Ogp) sendo
considerada 6tima para diluicdo quando igual a 0,9. Para isso, os 5 mL anteriores foram
diluidos em 50 mL de meio liquido estéril de cérebro-coragao e deixados em agitagdo a 37°C
para as sucessivas aferigdes de densidade Optica. As diluigdes a partir da suspensdo com
densidade de 0,9 obtidas foram realizadas com soro fisiologico estéril até que a concentragao
tivesse valor de 1,0 x 10" UFC/0,1 mL.

Os animais foram anestesiados com uma mistura de solucao de cloridrato de cetamina
(30 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) via intramuscular.

A endoftalmite foi induzida por inje¢des intravitreas (0,1 mL) a cerca de 2 mm do
limbo com suspensdo do inoculo contendo 1,0 x 10’ UFC/0,1 mL de S. epidermidis, em cada

olho direito dos coelhos através de agulha de 30 G.

11.2. Analise microbiol6gica

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 administragdo intravitrea de lipossomas; 15 coelhos receberam a administracao
intravitrea de solu¢ao aquosa de VC e os outros 15 coelhos receberam uma injecao intravitrea
de solugdo salina sendo utilizados como controle. Cinco coelhos de cada grupo foram
utilizados diariamente até o 3° dia ap0s a injecdo. Os coelhos foram sacrificados sob anestesia
geral com pentobarbital e tiveram o gel vitreo dos seus olhos direitos dissecados de maneira
estéril e agitados vigorosamente. De cada espécime vitrea foram aspiradas duas amostras de
0,3 mL das quais 0,1 mL foi cultivada em placa de dgar sangue, ¢ os outros 0,2 mL foram
plaqueados de forma seriada (0,1 mL em diluigdo de 107 ¢ 0,1 mL em diluigdo de 10™). As

placas foram armazenadas em estufa por 24 horas a 37°C para posterior contagem das
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colonias. Foram retiradas de cada vitreo dissecado duas amostras de 0,3 mL para prova e

contra-prova do estudo.

12. Determinacdo da quantidade de VC no humor vitreo e aquoso em funcéo do tempo

0,1 mL de lipossomas contendo VC 10 mg/mL em gel de PLU 10% (p/p) (equivalente
a 1 mg de farmaco) foi administrado no corpo vitreo de coelhos albinos fémeas da raca Nova
Zelandia (n=18), previamente anestesiados com uma mistura de solugdo de cloridrato de
cetamina (30 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) via intramuscular. O perfil de
liberagdo do farmaco neste sistema in vivo foi determinado a partir da coleta de amostras do
humor vitreo (n=18) ¢ aquoso (n=18), em intervalos de 24 horas, por um periodo de 6 dias.

Apds o término de cada experimento os animais foram sacrificados e o contetido
vitreo e aquoso coletados para analise. As amostras foram entdo armazenadas sob refrigeracao
(-85°C). Posteriormente, estas foram centrifugadas a 16000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em membrana de policarbonato 0,20 um e injetado no cromatografo
liquido de alta eficiéncia, utilizando as condi¢des cromatograficas especificadas no item 1.2.1.
O mesmo procedimento foi realizado para a quantificacdo do farmaco livre, isto ¢ ndo
encapsulado em lipossomas, no humor vitreo e aquoso.

A quantificagdo de farmaco das amostras foi realizada a partir da equagdo da reta

obtida conforme descrito no item 1.2.2. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Metodologia analitica para a determinacédo de VC
1.1. Espectrofotometria de UV-VIS
1.1.1. Espectro de maxima absor¢éo do VC
O comprimento de onda de maxima absor¢do do VC, na concentracdo de 200 pg/mL
em tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,2, observado na varredura foi a regido de 280 nm (Figura

7).
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Figura 7. Determinagdo do comprimento de onda de méaxima absor¢do do VC em tampao

Tris-HC1 10 mM pH 7,2.

1.1.2. Curva padréo do VC no UV-VIS

Foram preparadas 3 curvas padrdo com objetivos distintos. A curva padrao obtida em
tampao Tris-HC1 10 mM pH 7,2 (Figura 8) teve como objetivo determinar a concentragao de
VC no meio de dissolucao, onde foi realizado o teste para a determinag¢dao do perfil de

liberagao in vitro.
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Tabela 1. Varia¢ao da absorbancia (Abs) com a concentragdo de VC em tampao Tris-HCI 10

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

Concentracéo (ug/mL) Abs (média, n=3) DP  CV (%)

9,90 0,0143 0,0038 26,5
19,60 0,0560 0,0028 5,0
29,12 0,0930 0,0042 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 0,3815 0,0247 6,47
107,14 0,413 0,0269 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 1,0155 0,0545 5,37
270,07 1,0695 0,0572 5,35
275,36 1,0900 0,0579 5,31
280,58 1,1090 0,0609 5,49
290,78 1,1505 0,0615 5,35
300,70 1,1905 0,0672 5,64
310,34 1,2270 0,0665 5,42
319,73 1,2635 0,0643 5,09
328,86 1,3005 0,0629 4,84
337,74 1,3335 0,0671 5,03
346,41 1,3675 0,0629 5,00
354,83 1,4020 0,0650 4,64
363,06 1,4330 0,0622 4,34
371,07 1,4645 0,0601 4,10
450,10 1,7800 0,0707 3,97
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Abs em 280 nm
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Figura 8. Curva padrio do VC em tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,2, obtida por

espectrofotometria em 280 nm.

Abs 250 = 0,00400 [VC] - 0, 01793, r = 0,99994
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A curva padrdo do farmaco em metanol (Figura 9) teve como objetivo a determinagao

da quantidade de VC encapsulada nos liposssomas.

Tabela 2. Variagdo da Abs com a concentra¢do de VC em metanol. As determina¢des foram

obtidas em triplicata por espectrofotometria em 280 nm.

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 padrio do cloridrato de VC em metanol, obtida por espectrofotometria em

280 nm.

Abs 250 = 0,00585 [VC] - 0, 03268, r = 0,99905
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1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
1.2.1. Condic¢des cromatograficas

As condi¢des cromatograficas utilizadas no ensaio foram suficientes na separagao e
quantificagdo do farmaco modelo escolhido, conforme ilustrado na figura 10. O tempo de

retengdo do farmaco (tr) foi de aproximadamente 10,42 minutos.

200
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Figura 10. Cromatograma tipico do VC obtido na analise por CLAE em 280 nm (tg = 10,42

min).

1.2.2. Curva padrao do VC por CLAE

Para o ensaio de quantificacdo do farmaco no humor vitreo e aquoso de olhos de
coelhos no decorrer de 6 dias foi construida uma curva padrao do VC em tampao Tris-HCL
10 mM pH 7,2 por CLAE (Figura 11). A CLAE foi utilizada, pois ¢ um método que apresenta
alta especificidade, resolucgdo, eficiéncia e sensibilidade caracteristicas importantes quando se

trabalha com amostras bioldgicas de volume pequeno.
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Tabela 3. Valores de area do pico das solu¢des de VC em tampao Tris-HC1 10 mM pH 7,2.

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

Concentracdo  Area do pico (mV.s) P CVv
(ug/mL) (média, n=3) (%)
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 padrao do VC em tampao Tris-HC] 10 mM pH 7,2 obtida por CLAE em

280 nm.

Area do Pico 550 = 125929,643 [VC], r = 0,9989
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2. Estudo reoldgico das dispersdes de PLU

A melhoria de um medicamento j& existente, de uma forma farmacéutica convencional
para um novo sistema de liberacdo pode modificar seu perfil, em termos de adesdo do
paciente ao tratamento, seguran¢a e eficacia. Varias estratégias tecnologicas tém sido
utilizadas nesse sentido. Os lipossomas apresentam grande potencial como sistema de
liberagdo e direcionamento de farmacos devido as caracteristicas de sua estrutura permitir
incorporar diferentes tipos de farmacos ou de transportar ligantes celulares especificos. Uma
das formas de implementar a liberagdo intraocular de farmacos a partir de lipossomas consiste
na associacao de polimeros termosensiveis na bicamada lipidica.

Os lipossomas utilizados neste estudo tiveram a fosfatidilcolina de soja hidrogenada como
anfifilico estrutural associado ao copolimero termosensivel de 6xido de etileno e propileno,
conhecido comercialmente por PLU. Como farmaco modelo foi utilizado o VC.

Estudou-se o comportamento reologico das dispersdes do copolimero nas concentragdes
de 5; 7,5; 10 e 15% (p/p), sendo que as dispersdes mantidas sob refrigeragdo apresentaram-se
liquidas. Entretanto, na temperatura ocular (34,5 £ 0,5°C) os resultados do perfil reologico
(Figuras 12, 13, 14 e 15) evidenciam fluxo ndo Newtoniano para todas as dispersdes de
Pluronic®, com variacdo na viscosidade com o grau de cisalhamento aplicado. Neste caso a
tensdo e o gradiente de cisalhamento nao sdo diretamente proporcionais originando diferentes
valores de viscosidade. As dispersdoes contendo at¢ 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 ¢ muito interessante tendo em vista que o
sistema se destina a administra¢do intravitreal com auxilio de uma seringa de didmetro
pequeno. Na aplicagdo de lipossomas contendo VC em PLU o cisalhamento ¢ mimetizado

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

justificavel a utilizacdo de copolimeros em bloco com concentracdo inferior a 10 % (p/p).
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Figura 12. Comportamento reolégico de F.igl-”'a~ 13. Comportamento reolégico de
dispersdao de PLU a 5% (p/p). Cilindro L1. dispersdo de PLU a 7,5% (p/p). Cilindro L1.
T=34,5+0,5(°C). T=34,5+0,5(°C).
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Figura 14. Comportamento reologico de Figura 15. Comportamento reologico de
dispersdo de PLU a 10% (p/p). Cilindro L1. dispersdo de PLU a 15% (p/p). Cilindro L4.
T=34,5+0,5(C). T=34,5+0,5(°C).

Na concentragdo de 15% de copolimero (Figura 15) mantém-se a condi¢do de fluxo ndo
Newtoniano, porém tipo pseudopléstico tempo independente, com diminui¢ao da viscosidade
com o cisalhamento. Neste caso, provavelmente, durante a aplicagdo a viscosidade do PLU

diminui com o cisalhamento levando a uma desestruturacao do gel que consequentemente ira
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proporcionar um meio dispersante de viscosidade baixa que podera resultar num tempo de
retengdo do sistema no globo ocular muito curto inviabilizando a utilizagdo de PLU nesta
concentracao.

Através da analise reologica percebe-se que a viscosidade do sistema ¢ diretamente
dependente da temperatura e da concentragdo de copolimero, com tendéncia a formacao de
géis altamente viscosos, podendo proporcionar maior tempo de retengdo do farmaco no globo
ocular. Sabe-se que sistemas coloidais, como os lipossomas apresentam baixa viscosidade, o
que favorece um menor tempo de retengdo do farmaco no globo ocular, sendo assim a

associacdo de copolimeros termosensiveis e lipossomas parece ser promissora.
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4. Perfil de formacéo de lipossomas unilamelares pequenos
O perfil de formagdo de SUVs (Figuras 16-23) foi acompanhado pela redugdo da
turbidez derivada do espalhamento de luz em 410 nm, em fun¢do do tempo de sonicagdo ¢ em

decorréncia da reducdo de tamanho dos lipossomas multilamelares.
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Figura 16. Monitorizagdo espectrofotométrica de MLV constituido de 50 mM de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo solugdo de VC a 10 mg/mL por espalhamento

de luz em 410 nm.

Abs em 410 nm

o 2 4 & 8 1 1 1. 15
Tempo de sonicagao (min)
Figura 17. Monitoriza¢do espectrofotométrica de MLV constituido 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. Monitorizagdo espectrofotométrica de MLV constituido 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.
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Figura 19. Monitorizagdo espectrofotométrica de MLV constituido 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. Monitorizagdo espectrofotométrica de MLV constituido de 50 mM de

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,2 por

espalhamento de luz em 410 nm.
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Figura 21. Monitorizagdo espectrofotométrica de MLV constituido de 50 mM de

fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo dispersdo de PLU 5% (p/p) por espalhamento

de luz em 410 nm.
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Abs em 410 nm
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Figura 22. Monitorizagdo espectrofotométrica de MLV constituido de 50 mM de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo dispersao de PLU 7,5% (p/p) por espalhamento

de luz em 410 nm.

Abs em 410 nm

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo de sonicagéo (min)

Figura 23. Monitorizacdo espectrofotométrica de MLV constituido de 50 mM de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo dispersio de PLU 10,0% (p/p) por

espalhamento de luz em 410 nm.

Observa-se que a adicdo de PLU na concentragdo de 10% (p/p) (Figura 24)
proporciona uma reducdo de turbidez dos lipossomas mais acentuada em um menor tempo de

sonica¢do quando comparada aos lipossomas compostos de PLU na concentracdo de 0-7,5%
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(p/p). Provavelmente, este fato ocorra devido a uma interagao favoravel entre o copolimero de
carater anfifilico com a bicamada fosfolipidica. Jamshaid et al. (1988) sugeriram que os
Poloxameros podem penetrar na bicamada lipidica da fosfatidilcolina de soja e projetar seus

grupos de polioxietileno para a superficie da vesicula.

4 A
) —@&— Lipossomas contendo tampao tris HCI
3 ‘K\v\ -0+ Lipossomas contendo Pluronic 5% (p/p)
] o A —W¥— Lipossomas contendo Pluronic 7,5% (p/p)
\ e} A \ —=7-- Lipossomas contendo Pluronic 10% (p/p)

Abs em 410 nm

Tempo de sonicagdo (min)

Figura 24. Influéncia da variagdo das concentragdes de copolimero termosensivel (PLU)

sobre o perfil de formacao dos lipossomas.
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A adicao de VC ao filme lipidico (Figura 25) provocou uma reducdo no tempo de
sonicagdo necessario para a formagdo dos lipossomas unilamelares pequenos contendo

tampao Tris e copolimero na concentragao de 7,5% (p/p).
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Y O O -+ Lipossomas contendo cloridrato de VC 10 mg/mL e Pluronic 5% (p/p)
; ) . —w— Lipossomas contendo cloridrato de VC 10 mg/mL e Pluronic 7,5% (p/p)
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Figura 25. Influéncia da varia¢ao das concentragoes de copolimero termosensivel (PLU) com

a adi¢do de VC (10 mg/mL) sobre o perfil de formagao dos lipossomas.
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5. Separacdo do farmaco nédo encapsulado

As figuras 26-29 demonstram a absorbancia das 60 fragdes recolhidas apos eluicao
pela coluna de Sephadex G-50. Estas fragdes foram analisadas por espalhamento de luz em
410 nm e a detecg¢do do farmaco livre monitorizada por sua absorbancia em 280 nm.

A cromatografia de exclusdo em Sephadex G-50 foi eficiente na separagdo do farmaco
ndo encapsulado para todas as concentragdes de copolimero utilizadas, como também para a

preparacao isenta de PLU.

Abs em 410 nm
Abs em 280 nm
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Figura 26. Perfil de elui¢do de SUVs em tampdo Tris-HCI 10mM pH 7,2 em coluna de
Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com
lipossomas isentos de farmaco. SUVs compostos de 50mM de PCH e 10 mg/mL de VC.

Monitorizagao da elui¢do em 410 nm (a) e 280 nm (b).

De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a elui¢do dos lipossomas,
observa-se que as vesiculas eluiram nas fragdes 8-13. Reunindo-se estas 6 fragdes, obteve-se

um volume total de 12 mL, o qual foi levado ao liofilizador.
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Figura 27. Perfil de elui¢do de SUVs em tampdo Tris-HCI 10mM pH 7,2 em coluna de
Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com
lipossomas isentos de fArmaco contendo PLU 5% (p/p). SUVs compostos de S0mM de PCH e
10 mg/mL de VC associado a PLU 5% (p/p). Monitorizagdo da elui¢do em 410 nm (a) e 280
nm (b).

De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a elui¢do dos lipossomas,
observa-se que as vesiculas eluiram nas fragdes 9-15. Reunindo-se estas 7 fragdes, obteve-se

um volume total de 14 mL, o qual foi levado ao liofilizador.
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Figura 28. Perfil de elui¢do de SUVs em tampdo Tris-HCI 10mM pH 7,2 em coluna de
Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com
lipossomas isentos de fArmaco contendo PLU 7,5% (p/p). SUVs compostos de S0mM de PCH
e 10 mg/mL de VC associado a PLU 7,5% (p/p). Monitoriza¢do da eluigdo em 410 nm (a) e
280 nm (b).
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De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a eluicao dos lipossomas,
observa-se que as vesiculas eluiram nas fragcdes 9-18. Reunindo-se estas 10 fragdes obteve-se

um volume final de 20 mL, o qual foi levado ao liofilizador.
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Figura 29. Perfil de elui¢do de SUVs em tampdo Tris-HCI 10mM pH 7,2 em coluna de
Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 10mM pH 7,2 e saturada com
lipossomas isentos de farmaco contendo PLU 10,0% (p/p). SUVs compostos de SO0mM de
PCH e 10 mg/mL de VC associado a PLU 10.0% (p/p). Monitorizagao da eluicdo em 410 nm
(a) e 280 nm (b).

De acordo com as leituras em 410 nm, as quais descrevem a elui¢do dos lipossomas,
observa-se que as vesiculas eluiram nas fragdes 10-21. Reunindo-se estas 12 fragdes, obteve-

se um volume total de 24 mL, o qual foi levado ao liofilizador.

6. Eficiéncia de Encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulagdo ¢ resultado do coeficiente de particdo do farmaco,
método de preparagdo dos lipossomas, tamanho e lamelaridade da vesicula, tempo de
hidratacdo do filme lipidico e da concentragdo do lipossoma, sendo que este ultimo € o

pardmetro que exerce maior influéncia sob a eficiéncia de encapsulagdo da substancia ativa.
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Portanto, espera-se um aumento na eficiéncia de encapsulacao do farmaco com o aumento da
fragdo lipidica dos lipossomas (tipo e composi¢ao lipidica da vesicula) (MARGALIT et al,
1991). Neste estudo, utilizou-se lipossomas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada na
concentragdo de 50 mM.
A determinagdo da eficiéncia de encapsulacao foi realizada da seguinte maneira:

- os lipossomas liofilizados foram pesados e uma aliquota de 20 mg do liofilizado foi
dissolvida em 2,5 mL de metanol. Pipetou-se 1,5 mL desta preparacao e adicionou-se 0,5 mL
de metanol em cubeta de quartzo. Amostras de lipossomas isentos de farmaco foram
utilizadas como branco e foram também submetidas ao mesmo tratamento.

- a absorbancia resultante foi aplicada na curva padrao de VC em metanol, sendo encontrada

uma concentracao de X mg/mL.

Y mg ----- 20 mg de dispersao liofilizada

7z - massa total das fragdes eluidas contendo lipossomas
Z mg ----- 2,0 mL de dispersao aplicados na coluna
K - 4,0 mL de dispersao preparados
2
C mg/mL
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Verificou-se que a eficiéncia de encapsulacdo aumentou com a adigdo de copolimero
termosensivel no sistema (Tabela 4). Este fendmeno pode ser explicado devido a propriedade

do copolimero em aumentar a solubilidade do fArmaco aumentando a taxa de encapsulagao.

Tabela 4. Encapsulagao média de VC nos lipossomas.

Amostra Eficiéncia de Encapsulacao (%)
(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 eficiéncia de encapsulagao diminui com a
diminui¢do do tamanho dos lipossomas. Neste estudo, os lipossomas contendo farmaco
apresentaram um didmetro médio menor quando comparados aos lipossomas contendo
antibiotico e copolimero em diferentes concentragcdes (Tabela 6), como também
demonstraram uma eficiéncia de encapsulacdo menor em relagdo as demais preparagdes. A
formulagdo contendo farmaco e copolimero na concentracdo de 10% (p/p) possuiu um
diametro médio maior (MD = 113 nm) como também apresentou uma eficiéncia de

encapsulacdo maior quando comparada as demais formulagoes.
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7. Encapsulagéo do cloridrato de VC

Com o objetivo de se estudar a caracterizagdo das vesiculas contendo VC e
copolimero na concentracdo de 10% (p/p), diversas formulagdes contendo diferentes
concentragdes de farmaco foram desenvolvidas, sendo o perfil de separacao do farmaco nao

encapsulado representado na figura 30.
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Figura 30. Perfil de separagdo de VC ¢ SUVs compostos de 50 mM de fosfatidilcolina de
soja hidrogenada e quantidades variaveis do farmaco em PLU 10% (p/p), utilizando coluna de
Sephadex G-50 previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,2 e saturada com
vesiculas contendo PLU 10% (p/p) isentas de farmaco. Monitorizacdo da elui¢do em 280 nm.
® Lipossomas preparados com 2 mg/mL de VC.
O Lipossomas preparados com 5 mg/mL de VC.
V¥ Lipossomas preparados com 7,5 mg/mL de VC.
\Y%

Lipossomas preparados com 10 mg/mL de VC.

m Lipossomas preparados com 12,5 mg/mL de VC.

a

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 fragdes que apresentaram lipossomas foram reunidas e
liofilizadas, sendo a eficiéncia de encapsulacao calculada conforme descrito no item 06.
Observa-se que, na faixa de concentragao de farmaco estudada (2-20 mg/mL), a encapsulagdo
de VC aumentou com o aumento da quantidade de antibidtico adicionada ao filme de

fosfatidilcolina (Figura 31).

Erro! Vinculo nao valido.

Figura 31. Encapsulagdo de diferentes concentragdes de VC em PLU 10% (p/p) adicionado
ao filme lipidico contendo 50 mM de PCH.

8. Indice de Refragéo dos Lipossomas

O indice de refracdo (IR) dos lipossomas (Tabela 5) foi verificado, pois na analise de
espalhamento de luz se faz necessario considerar o IR das particulas para se obter resultados
reprodutiveis e seguros. O IR ¢ um dos métodos utilizados para se determinar a concentracao
de materiais, estabelecer identidade e a pureza de fluidos. Observa-se que as amostras
possuiram um valor de IR muito semelhante ao IR da agua (IR = 1,33) com elevada

transparéncia, fato que justifica a pureza das vesiculas em estudo.

Tabela 5. Valores do indice de refragdo 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. Diametro Médio das Particulas dos Lipossomas

A determinacdo do tamanho das vesiculas foi verificada por espalhamento dindmico da
luz (Dynamic Light Scattering). O coeficiente de difusdo medido ¢ utilizado para obter o raio
hidrodindmico médio, portanto, o diametro médio dos lipossomas.

Os resultados obtidos (Tabela 6) mostraram que os lipossomas isentos de antibidtico
tiveram ligeiramente o diametro reduzido na presen¢a de PLU. Esta reducdo do tamanho dos
lipossomas pode ser decorrente da intera¢do existente entre as moléculas de lecitina com as
moléculas do copolimero levando a uma modificacdo do empacotamento da fosfatidilcolina e

propiciando a formacao de vesiculas menores (ISRAELACHVILE et al., 1976; EL JASTIMI
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et al., 1999; MULLER et al., 2004). Os lipossomas isentos de farmaco e copolimero tiveram
seu didmetro reduzido de 97,6 £ 0,7 para 85,7 £ 0,7 nm com a adi¢do de VC 10 mg/mL. Neste
caso, o farmaco pode estar afetando a organizacdo das bicamadas lipidicas induzindo a
formacdo de planos lipidicos com raios de curvatura menores e conseqiientemente levando a
formagdo de vesiculas pequenas, além disso, também pode estar ocorrendo interacdes do
anion cloreto do firmaco com a carga positiva do grupo trimetilaménio da molécula de
fosfatidilcolina alterando a carga superficial da vesicula (EL JASTIMI et al., 1999; MULLER
et al., 2004) e favorecendo a reducdo do tamanho dos lipossomas. Entretanto, para os
lipossomas contendo VC os didmetros médios aumentaram de 88 a 113nm, quando a
concentragdo de PLU variou de 5 a 10% (p/p). O aumento do tamanho das vesiculas com a
adicdo do antibiotico e copolimero termosensivel pode estar relacionado ao carater anfifilico e
ao fato de serem estruturas estericamente volumosas, as quais podem incorporar-se a estrutura
da bicamada provocando um ligeiro aumento no diametro dos lipossomas (BOCHOT et al.,

1998; SON et al., 2003).

Tabela 6. Resultados da analise de espalhamento de luz realizada com as amostras.

Diluigdo: 200 pL da amostra em 5,0 mL de tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,2.

Amostra Diametro (nm) Polidispersidade Coeficiente de
(Média, n = 10) Difus&o (x 10° cm®/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 ¢ definida como a medida da largura da distribui¢do do tamanho

das vesiculas (MULLER et al, 2004) De acorde com nc reanltadne deceritne na tahela A nc
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outros, a um aumento da viscosidade do sistema como também a um aumento do didmetro
médio dos lipossomas. Contudo, este pardmetro pode influenciar diretamente o perfil de
liberagdo do farmaco in vitro e in vivo.

Os resultados evidenciam que o copolimero pode estar interagindo com a bicamada
lipidica dos lipossomas interferindo diretamente no didmetro médio dos mesmos, mas

proporcionando estruturas de tamanho adequadas para a administragdo intravitreal.

9.1. Distribuicdo de Tamanho dos Lipossomas

As figuras de 32 a 39 apresentam os graficos de distribuicdo e a média (MD) do
tamanho dos lipossomas (nm) em estudo. Observa-se que a maioria dos graficos possui um
comportamento do tipo bimodal.

40 120

— 100

Frequéncia %

30 4

— 80

20 — 60

(%) epejnwnoe elougnbal

40
10 4

— 20

Bruna Juliana Wanczinski

PR ———— " VR .

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Diametro (nm)

Figura 32. Distribui¢do de tamanho de
lipossomas vazios. MD = 97,6 = 0,7.
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Figura 38. Distribuicdo de tamanho de
lipossomas  contendo  cloridrato  de
vancomicina (VC) e pluronic 7,5% (p/p).
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10. Ensaio de liberacdo in vitro

O ensaio de liberagdo in vitro do farmaco nas diversas formulagdes 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 farmaco foram submetidos ao teste de liberagdo in vitro e as
absorbancias medidas em fun¢do do tempo no comprimento de onda de méaxima absor¢do do
cloridrato de vancomicina (A=280 nm). O tempo total do experimento foi de 720 minutos. Os
valores médios de absorbancia encontrados para os lipossomas isentos de VC foram
subtraidos dos valores médios de absorbancia das amostras contendo o farmaco de modo que
os lipossomas vazios foram utilizados como branco na analise do perfil de liberagdo do VC
encapsulado em SUVs. Para as demais formulagdes (ndo lipossomais) os valores médios de
absorbancia foram aplicados diretamente na equagdo da reta obtida através da curva padrao do
farmaco em tampado Tris-HCI 10 mM pH 7,2 (Figura 8) a fim de se obter a [VC] em
determinado periodo de tempo. Os perfis de liberagdo in vitro do VC (Figuras 40-47) foram
determinados pela relacdo entre o percentual das concentragdes de VC aplicadas na célula de
difusdo com as aplicadas diretamente no meio de dissolugao.

Os ensaios de liberagdo in vitro foram realizados para as seguintes amostras:

v Farmaco livre (VC 10 mg/mL);

v" Lipossomas contendo VC 10 mg/mL;

v' VC 10 mg/mL em PLU 5% (p/p);

v" Lipossomas contendo VC 10 mg/mL veiculados em PLU 5% (p/p);
v' VC 10 mg/mL em PLU 7,5% (p/p);

v" Lipossomas contendo VC 10 mg/mL veiculados em PLU 7,5% (p/p);

v" VC 10 mg/mL em PLU 10% (p/p);
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v Lipossomas contendo VC 10 mg/mL veiculados em PLU 10% (p/p).

A figura 41 mostra que o perfil de liberagdo do VC encapsulado em lipossomas
unilamelares € mais lento em relagdo ao farmaco livre (Figura 40). Este fato ocorre, pois o
farmaco encapsulado em lipossomas estd na sua forma mais compartimentalizada, isto ¢ deve
sofrer principalmente um processo de difusdo através da bicamada lipidica alcangcando o meio
dispersante, posteriormente este atravessa a membrana de acetato de celulose atingindo o
meio receptor, sendo somente apos estes processos quantificado. Entretanto, o farmaco livre
por estar prontamente disponivel no meio atravessa a membrana de acetato de celulose num
espaco de tempo menor ¢ numa velocidade maior o que justifica uma concentragdo maior de

VC liberado em fun¢do do tempo para o farmaco livre.
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Figura 40. Perfil de liberagdo in vitro do farmaco Figura 41. Perfil de liberagdo in vitro da VC a partir
livre. Condigdes experimentais: T =35%0,5°C; de SUV. Condig¢oes experimentais: T=35+0,5°C;
Meio Receptor: Tampdo Tris-HCI 10 mM pH 7,2; Meio Receptor: Tampdo Tris-HCI 10 mM pH 7,2;
Aplicagdo: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC). Aplicagdo: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC);
n=3. [PCH]=50mM. n=3.

Observa-se ainda que para o farmaco disperso em gel de PLU (Figuras 42, 44 ¢ 46) a
liberagdo ¢ mais lenta quando comparado ao farmaco livre (Figura 40), isto provavelmente
ocorra, pois 0 VC e o copolimero possuem caracteristicas de hidrofilicidade, sendo que esta

favorece a solubilizacdo do farmaco no meio dispersante, o qual por sua vez possui
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caracteristicas reologicas de elevacao da viscosidade em fun¢do da temperatura e do aumento
da concentragdo de PLU. Além disso, os géis de PLU consistem de popula¢des micelares em
fase aquosa sendo que o farmaco incorporado para ser liberado tende a sofrer um processo de
difusdo através dos canais extra-micelares da matrix do gel (VEYRIES et al., 1999). Estes
fatores colaboram para uma difusdo mais lenta do fairmaco através da membrana de acetato de
celulose quando comparado ao fairmaco livre. Entretanto, para os lipossomas contendo VC em
PLU (Figuras 43, 45 e 47) a liberagdo ¢ mais lenta quando comparada ao perfil de liberacao
do VC em PLU (Figuras 42, 44 e 46), pois o fArmaco além de estar compartimentalizado e ter
que se difundir pela bicamada lipidica alcanga um meio dispersante de maior viscosidade
proporcionando uma concentragdo menor de VC liberada no decorrer do tempo. Observa-se

também que o perfil de liberagdo para o VC encapsulado em lipossomas e para o0 VC em PLU
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diminuiu com o aumento da concentracdao de copolimero.
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Figura 42. Perfil de liberagdo in vitro da VC Figura 43. Perfil de liberagdo in vitro da VC
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Figura 44. Perfil de liberagdo in vitro da VC
em PLU 7,5% (p/p). Condigdes experimentais:
T=35+0,5°C; Meio Receptor: Tampao Tris-HCI
10 mM pH 7,2; Aplicacdo: 0,1 mL (equivalente
a 1 mg de VC); [PLU]=7,5% (p/p). n=3.

100 -
90 1
80 1
70 4
60 1
50 1
40 4
30 4
20 4

10 4

0 T T T T T T T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720 780

Tempo (minutos)

Figura 46. Perfil de liberagdo in vitro da VC
em PLU 10,0% (p/p). Condigdes experimentais:
T=35+0,5°C; Meio Receptor: Tampao Tris-HCI
10 mM pH 7,2; Aplicagdo: 0,1 mL (equivalente
a 1 mg de VC); [PLU]=10% (p/p). n=3.
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Figura 45. Perfil de liberagdo in vitro da VC
em PLU 7,5% (p/p) a partir de SUVs.
Condicdes experimentais: T=35%0,5°C; Meio
Receptor: Tampdo Tris-HCl 10 mM pH 7,2;
Aplicagdo: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC);
[PCH]=50 mM; [PLU]=7,5% (p/p). n=3.
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Figura 47. Perfil de liberagdo in vitro da VC
em PLU 10,0% (p/p) a partir de SUVs.
Condi¢des experimentais: T=35%0,5°C; Meio
Receptor: Tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,2;
Aplicacdo: 0,1 mL (equivalente a 1 mg de VC);
[PCH]=50 mM; [PLU]=10% (p/p). n=3.
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VC em SUVs VCem PLU VC livre VC no meio receptor
(VC-SuUV) (VC-PLU) (VC-L) (VC-MR)
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ko k, ks

VC-SUV <«— VC-PLU <«— VC-L <— VC-MR

Em que: ko < k; < ky, sendo que Ko representa o fator
limitante da liberagao do antibiotico dos lipossomas.

Figura 48. Representagao esquematica do processo de liberagao in vitro.

No esquema da figura 48, ko representa a liberacao do antibiotico das formulacdes
com lipossomas para o meio externo. O farmaco quando sofre o processo de difusdo nos
lipossomas atinge o meio dispersante, € atravessa a membrana polimérica atingindo assim a
solucdo receptora. Pode-se observar que os graficos de liberacao indicam que a velocidade de
saida do antibiotico das dispersdes (ko) ¢ menor do que a de passagem através do PLU (k) e
da membrana polimérica (k;), o que determina o perfil de liberacao lenta do VC encapsulado
em lipossomas e veiculados em copolimero termosensivel.

Observou-se também que os lipossomas contendo VC, apresentaram conforme
demonstrado anteriormente, um coeficiente de difusdo maior quando comparado aos
lipossomas veiculados em copolimero termosensivel, o que colabora para um processo de

difusdo mais rdpido do farmaco para o meio receptor. Os lipossomas constituidos de PCH e
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PLU 10% apresentaram o menor coeficiente de difusdo e conforme observado na figura 47
um perfil de liberagcdo mais lento, provavelmente em virtude do coeficiente de difusdo como

também da maior viscosidade do meio dispersante nesta concentracdo de copolimero.

11. Efeito da encapsulacéo de VC na infeccdo experimental e Analise Microbiol6gica

O efeito de lipossomas estruturados com 50 mM de PCH contendo 10% de PLU na
infec¢do experimental foi verificado através da inoculagdo de cepa de S. epidermidis (ATCC
1755) no vitreo direito de coelhos, e posterior tratamento pela administragdo intravitreal de
farmaco livre e encapsulado em SUVs.

Bactérias gram-positivas do género Staphylococcus sao responsaveis por cerca de 94%
dos casos de endoftalmite bacteriana, sendo que deste total 70% das espécies isoladas sdo de
S. epidermidis, 10% de S. aureus e aproximadamente 2% de Enterococcus sp (KASPAR et
al., 2001).

Apesar da baixa viruléncia do S. epidermidis, uma vez penetrado no segmento
posterior dos olhos, este microrganismo pode levar a um quadro de endoftalmite severa que,
se ndo tratado de forma adequada, pode levar a perda da visdo 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 caracteristico de endoftalmite moderada
desenvolvida ap6s 24 horas da administragdo de cepa de S. epidermidis na cavidade vitrea de
olho direito de coelhos. Os sinais resultantes da infeccdo verificados na inspegdo e
documentados por meio de fotografia do segmento anterior foram hiperemia ¢ quemose da
conjuntiva, edema de cornea, turvagao e hipdpio de cadmara anterior.

A administragdo intravitreal de antimicrobianos ¢ ainda um dos principais meios de se
tratar a endoftalmite de etiologia bacteriana. Entretanto, inje¢des intravitreas repetidas de

farmaco s3o necessarias para manter a concentracao terapéutica efetiva e estdo associadas ao
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desenvolvimento de patologias oculares secundarias como catarata, descolamento retinal,
hemorragia, entre outros. Além do surgimento de efeitos toxicos oriundos da administrag@o
freqliente de farmacos (KASPAR et al., 2001; BOCHOT et al., 2002).

O VC ainda ¢ um dos antibioticos 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 apds a inje¢do de VC encapsulado
em SUVs verificou-se melhora importante dos sinais de endoftalmite, como hiperemia e
quemose conjuntivais, hipdpio ¢ edema de cornea. Com 48 e 72 horas apos a inje¢do dos
lipossomas, externamente os olhos injetados assemelhavam-se aos olhos contra-laterais.
Apds, a inje¢do de solugdo de VC, a evolugao clinica foi semelhante. Os olhos injetados com
salina pioraram progressivamente ao longo dos 3 dias apds a injecdo de salina.

A figura 50 representa o tratamento da infec¢do experimental pela administragao
intravitreal de fArmaco livre na concentragdo de 1 mg/0,1 mL apds 72 horas da administragao
do farmaco. Observa-se que este tratamento resultou em hemorragia no globo ocular de
alguns coelhos, provavelmente em razdo do modo de administragdo do farmaco, pois segundo
Kattan e Pflugfelder (1989) somente administracdo intravitreal de 5 mg ou mais de VC estdo
associadas a reacdes indesejaveis no corpo vitreo de coelhos. Homer et al. (1975) foram os
primeiros pesquisadores a estudarem a toxicidade do VC administrado via intravitreal em
coelhos e concluiram que a injegdo intravitrea de 1 mg ou menos deste fArmaco nao esta
relacionada a anormalidades no eletroretinograma como também a alteragdes histologicas
caracteristica de toxicidade. Entretanto, a administragdo intravitreal de 2 a 5 mg de VC no
corpo vitreo esta associada com toxicidade local na retina com degeneragdo dos segmentos
fotoreceptores, sendo que acima de 10 mg ha total destruicdo retinal (HOMER et al., 1975;

KATTAN e PFLUGFELDER, 1989).
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Na figura 52 verifica-se que a administracao intravitreal da mesma concentragdo de
VC encapsulado em lipossomas de PCH veiculados em gel de PLU a 10% reduziu a infec¢ao
experimental.

A analise clinica nos olhos dos coelhos, através de lupa de grande aumento,
demonstrou que a infec¢do reduziu com ambas as formulacdes utilizadas no tratamento do

vitreo dos coelhos (Figuras 50 e 52).

Figura 49. A seta indica o olho infectado Figura 50. A seta indica o tratamento com
pela administra¢do intravitreal de cepa de administragdo intravitreal de VC 10 mg/mL.
S. epidermidis provocando a endoftalmite

experimental.

Figura 51. A seta indica o olho infectado Figura 52. A seta indica o tratamento com
pela administra¢do intravitreal de cepa de administragdo intravitreal de lipossomas
S. epidermidis provocando a endoftalmite contendo VC e PLU 10% (p/p).
experimental.

Apesar da evolugdo clinica ter sido favoravel em ambas as formulagdes teste, a analise
microbioldgica, no entanto, diferiu entre as mesmas. Na figura 53 pode-se observar que nos

coelhos que receberam a administragdo intravitreal de lipossomas contendo VC foi verificado
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um numero menor de coldnias resultantes da semeadura de amostras do vitreo infectado, em
relacdo ao grupo tratado com solugdo aquosa de VC e dos coelhos que receberam a
administracdo intravitrea de salina (grupo controle). Esta diferenca foi estatisticamente
significativa (p < 0,05) levando-se em consideragdo os olhos de coelhos sacrificados 72 horas
apos a injecdo intravitrea de antibidtico ou salina. A cultura de diluigdes do vitreo puro a 10
e 10" mostraram quantidade respectivamente menores de colbnias e serviram para

comprovagdo do estudo microbioldgico.
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Figura 53. Numero médio de coldnias resultantes de semeadura de vitreo puro dos olhos de
coelhos pertencentes ao grupo injetados com lipossomas (VL), tratados com solugdo aquosa
de VC (VA) e controle (C). Pode-se notar a variacdo do nimero de colonias 24 horas (Dia 1),

48 horas (Dia 2) e 72 horas (Dia 3) ap6s a inje¢ao intravitrea de antibidtico ou salina.

Estas observagdes, em principio, levam a crer que a encapsulacdo de vancomicina
veiculado em copolimero termosensivel em lipossomas de fosfatidilcolina de soja

hidrogenada pode representar vantagens do ponto de vista farmacolégico e clinico.
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12. Determinacdo da quantidade de VC no humor vitreo e aquoso em funcéo do tempo

As infecgdes que acometem o segmento posterior dos olhos sdo de dificil tratamento
devido a utilizag¢ao de antibidticos de meia-vida de eliminagdao muito curta na cavidade vitrea,
implicando em administragdes repetidas de firmaco 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 liberacio de farmacos oftadlmicos tém sido
desenvolvidos visando facilitar o tratamento de uma variedade de patologias oculares.
Lipossomas apresentam grande potencial como um sistema de liberagdo de farmacos no globo
ocular, entretanto, existem relatos na literatura de que estas vesiculas se difundem
rapidamente na cavidade vitrea podendo levar a um certo desconforto visual (PEYMAN e
GANIBAN, 1995) além do que sua baixa viscosidade implica em um curto tempo de retengao
do farmaco no globo ocular (BOCHOT et al., 1998). Uma das formas de se melhorar a
utilizagdo deste tipo de agregado ¢ associacdo de lipossomas com copolimeros termosensiveis
(PLU). Este sinergismo pode levar a obtengdo de vesiculas de elevado tempo de retengdo da
substancia ativa nos olhos ¢ a uma maior adesdo do paciente ao tratamento.

Neste estudo, avaliou-se o perfil de liberagdao do VC no sistema proposto (lipossomas
constituidos de PCH contendo farmaco na concentragdo de 10 mg/mL ¢ PLU 10% no corpo
vitreo de olhos de coelhos albinos.

O conteudo de farmaco de cada amostra do humor vitreo e aquoso foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O sistema de CLAE utilizado foi o descrito conforme
metodologia do item 1.2.1. Primeiramente, analisaram-se amostras do humor vitreo e aquoso
provenientes de coelhos sadios, isto ¢ que ndo receberam a administragdo intravitreal da

formula lipossomal contendo o farmaco modelo.
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Os cromatogramas apresentados nas figuras 54a e 55a mostram que ndo ¢ necessario
proceder a extra¢ao do farmaco das amostras provenientes do humor vitreo ¢ aquoso devido a

auséncia de interferentes no tempo de retengdo do fArmaco em estudo.
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Figura 54. Cromatograma de amostra de humor vitreo (branco) (a) e amostra de humor vitreo

contendo farmaco (b) obtido na anélise por CLAE.
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Figura 55. Cromatograma de amostra de humor aquoso (branco) (a) ¢ amostra de humor

aquoso contendo farmaco (b) obtido na analise por CLAE.

O bioensaio ¢ essencial para o desenvolvimento de novos medicamentos e se baseia na
comparacdo efetuada entre a curva de resposta obtida relacionando-se a concentracdo de
farmaco quantificada em determinado periodo de tempo de um composto conhecido com a de

um desconhecido utilizando-se um modelo animal adequado. Entretanto, o principal problema

Bruna Juliana Wanczinski



Resultados e Discussao &3

observado nestes estudos € o da variacao bioldgica sendo muitas vezes responsavel pelo
desvio padrao elevado nestes ensaios.

O ensaio de biodisponibilidade do farmaco livre e encapsulado em SUVs foi realizado
através da quantificacdo de VC encontrada no humor vitreo e aquoso em olhos de coelhos no
decorrer do tempo (total de 6 dias). A figura 56b mostra que a administracdo intravitreal de
farmaco encapsulado em SUVs e veiculado em PLU proporcionou uma maior concentragao
de farmaco no humor vitreo em funcdo do tempo quando comparado a administragdo
intravitreal do farmaco livre (figura 56a). Observa-se também que o tempo de meia-vida de
eliminagao (t;2) da VC no humor vitreo ¢ de aproximadamente 0,3 dia (=7,2h) para o farmaco
livre e de 1,8 dias (=43,2 h) para o farmaco encapsulado em SUVs e veiculado em PLU.
Verifica-se que a encapsulacdo do firmaco em SUVs aumentou o t;, em cerca de 6 vezes.
Sendo que o t;4 (2° tempo de meia-vida de eliminagdo) é de 0,7 dias (=16,8h) para o farmaco

livre e de 3,5 dias (=84h) para o farmaco encapsulado em SUVs.
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Figura 56. Variagdo dos niveis de concentra¢do de VC no humor vitreo em fungédo do tempo
(dias) com o farmaco livre (a) e farmaco encapsulado em lipossomas estruturados com 50

mM de PCH e veiculados em PLU 10% (p/p) (b).
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Este aumento na concentragdo de VC no humor vitreo estando o fairmaco encapsulado
em SUVs ¢ justificado pois, quando o farmaco livre é administrado no corpo vitreo tem-se
uma concentracdo inicial de farmaco muito elevada, entretanto a concentragdo num tempo
posterior, t, ird depender da velocidade de eliminagdo do farmaco. O farmaco livre, por estar
em solugdo, ¢ rapidamente distribuido e eliminado, acarretando uma diminui¢do da
concentragdo de VC em um menor espago de tempo e, conseqiientemente, levando a um t;;
menor. Entretanto, para o farmaco encapsulado em SUVs e veiculado em PLU tem-se uma
velocidade de distribuig¢do e eliminagdo menor pois uma fragdo deste encontra-se aprisionado
no interior da vesicula, o que favorece a uma concentragao maior de VC no humor vitreo pois
o farmaco estando compartimentalizado tera que se difundir pela bicamada lipidica atingindo
um meio dispersante de elevada viscosidade o que colabora para um maior tempo de retencao
da VC no humor vitreo. Observa-se ainda que apés 6 dias da administracdo do farmaco
encapsulado em SUVs, os niveis de antibidtico no corpo vitreo permaneceram maiores
quando comparado aos niveis obtidos com a administragdo intravitreal do farmaco livre e bem
acima da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de bactérias causadoras de patologias
oculares, como a endoftalmite.

Os resultados da concentragdo de VC em fungdo do tempo encontrados com a férmula
lipossomal no humor vitreo estdo de acordo com Bochot et al. (2000, 2002), que descrevem
um aumento do tempo de reten¢do de farmacos no vitreo ap6s a administragdo intravitreal de
lipossomas. Além do maior tempo de retengdo proporcionado por estas vesiculas, os
lipossomas protegem o farmaco da ac¢do das enzimas metabolicas presentes no epitélio ocular
(KAUR et al., 2004). O uso de polimeros termosensiveis favorece ao aumento da viscosidade
do meio dispersante e, conseqiientemente, do tempo de retencdo do farmaco no globo ocular,
assim como implementam a liberacdo de farmacos a partir de lipossomas (CHANDAROY et

al., 2001).
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A figura 57b mostra que os niveis de farmaco no humor aquoso foram superiores
quando o farmaco estava encapsulado em SUVs quando comparado ao farmaco livre (Figura
57a). Verifica-se que ambas as formulagdes no tempo 0 (t)) possuem uma concentragao
elevada de farmaco no humor vitreo e uma concentracdo nula de VC no humor aquoso,
observada se extrapolarmos as curvas em sino para to; isto se deve em virtude da propria
administracdo intravitreal que no t; proporciona aproximadamente 100% de
biodisponibilidade na cavidade vitrea. Entretanto, 8 medida em que o farmaco vai sendo
distribuido para o segmento anterior e/ou demais tecidos, a concentragdo de VC no humor
vitreo diminui, sendo que no humor aquoso a concentragdo tende a atingir uma concentracao

maxima que cai com o decorrer do tempo devido aos parametros farmacocinéticos e

fisiologicos do globo ocular.
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Figura 57. Variagdo dos niveis de concentragdo de VC no humor aquoso em fun¢ao do tempo
(dias) com o farmaco livre (a) e farmaco 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 concentragdo de VC no humor

aquoso atinge uma concentracdo maxima de aproximadamente 65 pug/mL em torno do 1,5 dia
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(=36h), a concentracdo de VC no humor vitreo ¢ de aproximadamente 120 pg/mL (Figura
56a), em virtude da rapida distribuicdo do antibidtico a partir do humor vitreo. Entretanto,
quando o firmaco atinge o segmento anterior ¢ rapidamente eliminado pelo lacrimejamento e
drenagem nasolacrimal, entre outros processos, levando a queda da concentragdo do fdrmaco
a valores minimos no decorrer do tempo no compartimento aquoso.

Na figura 56b observa-se que, quando a concentracdo de VC no humor vitreo ¢ de
aproximadamente 600 pg/mL no 2° dia (=48h), a concentragdo de VC no humor aquoso
atinge uma concentra¢do maxima de aproximadamente 130 pg/mL (figura 57b). Estes valores
ainda sdo bem maiores, quando comparados aos encontrados nestes compartimentos para o
farmaco livre.

Conclui-se que a encapsulagdo do fArmaco no sistema proposto aumentou a meia-vida
de eliminagdo do antibidtico na cavidade vitrea, quando comparada a administracdo
intravitreal do farmaco livre. Este fato ¢ muito importante, pois no caso da endoftalmite, um
dos grandes problemas no seu tratamento estd nas administragdes 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 concentragao
efetiva do fArmaco por um periodo 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 vérias re-injecdes de antibidticos no humor

vitreo.
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CONCLUSOES

v A adicdo de copolimero termosensivel na concentragdo de 10% (p/p) proporcionou a
formagdo de vesiculas em um espago de tempo menor de sonicagdo quando comparado as

demais preparacdes.

v A determinacdo do didmetro mostrou que os lipossomas isentos de antibidtico tiveram
seu tamanho reduzido na presenga de PLU. Entretanto, para os lipossomas contendo VC os
didmetros aumentaram de 88 a 113 nm, quando a concentragdo de PLU variou de 5 a 10%
(p/p). Verificou-se desta maneira, que o copolimero pode estar interagindo com a bicamada
lipidica dos lipossomas interferindo diretamente no didmetro médio dos mesmos, mas

proporcionando estruturas de tamanho adequadas a administragdo intravitreal.

v A adicdo de VC provocou redugdo no tamanho das vesiculas sem copolimero
termosensivel.
v A eficiéncia de encapsulagdo aumentou com a adi¢do de copolimero termosensivel no

sistema. Para o sistema constituido de farmaco em lipossomas veiculados em PLU 10% (p/p),
quanto maior a quantidade de fairmaco adicionado menor ¢ a eficiéncia de encapsulagio (%) e

maior ¢ a quantidade de farmaco encapsulado.

v A andlise clinica nos olhos dos coelhos, através de lupa de grande aumento,
demonstrou que a infec¢do reduziu em ambos os coelhos tratados com a formula lipossomal e
com a solu¢do do farmaco livre, entretanto o nlimero de colonias no vitreo provenientes de

coelhos tratados com a féormula lipossomal ¢ bem menor em relagdo aos coelhos tratados com
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a solugdo de VC. Isto nos leva a crer que a encapsulagao de VC veiculado em copolimero
termosensivel em lipossomas de PCH pode representar vantagens do ponto de vista

farmacoldgico e clinico.

4 Os ensaios de liberagao in vitro mostraram que a velocidade de liberagdo do VC
encapsulado em lipossomas unilamelares e veiculados em PLU ¢ mais lento em relagdo ao
VC livre. Observa-se, ainda, que para o farmaco encapsulado em lipossomas, a liberacdo ¢
dependente da presenga de PLU no sistema, diminuindo significantemente com o aumento da

concentragdo de copolimero.

v Os ensaios in vivo demonstraram um aumento da meia-vida de elimina¢do do farmaco
no segmento posterior dos olhos com os lipossomas contendo VC veiculados em PLU quando

comparado ao farmaco livre.
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