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RESUMO

As patologias do segmento anterior e posterior dos olhos tém sido
responsaveis pela perda de visdo de grande numero de pacientes. A liberagao intra-
ocular de farmacos é um aspecto extremamente importante nesses processos, uma
vez que o maior problema na terapéutica com oftalmicos é atingir e manter
concentracdes eficazes de farmaco no local de agdao por um periodo de tempo
prolongado e com diminuicdo significativa da toxicidade. O cetorolaco de
trometamina é um antiinflamatério ndo-esterdide, utilizado no tratamento de
conjuntivites sazonais e na prevencao de inflamagdes decorrentes de cirurgias de
catarata com ou sem implantagdo de lentes intraoculares. A grande vantagem na
utilizacdo dos antiinflamatérios nao-esteroidais esta em evitar os efeitos adversos
severos que a administracdo frequente de antiinflamatoérios esterdides induz.
Sistemas transportadores de farmacos como os lipossomas tém permitido novas
formas de tratamento, pois quando administrados por via topica, subconjuntival ou
diretamente no vitreo, permitem a reducido da frequéncia de administragdo, maior
eficiéncia e comodidade para o paciente. Além disso, minimiza os efeitos colaterais
de farmacos antiinflamatorios nédo esterdides e previne o aparecimento de doengas
secundarias, como ocorre quando da utilizacdo de corticdéides no tratamento de
doencas do globo ocular. Este trabalho tem como objetivo principal o estudo da
encapsulacdo do cetorolaco de trometamina em lipossomas unilamelares de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada para administracdo intra-ocular do farmaco,
visando o controle da liberagcdo, aumento da biocompatibilidade e o estudo dos
parametros de encapsulacdo. Para realizagdo desse trabalho foram preparados
lipossomas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada, contendo diferentes

concentragcdes de cetorolaco de trometamina, veiculado em tampao Tris-HCI 10mM



pH 7,4. A eficiéncia de encapsulacao de todas as formulagdes foi calculada com o
objetivo de se estabelecer os melhores parametros tecnoldgicos e selecionar as
mais viaveis para a sequéncia do estudo. O didmetro médio dos lipossomas foi
monitorado em fungdo do tempo por espalhamento dindmico de luz, para avaliar a
estabilidade fisica das estruturas. Foi estudado o possivel efeito protetor dos
lipossomas sobre a estabilidade fotoquimica do cetorolaco de trometamina. Além
disso, analises de espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS) mostram
claramente que os lipossomas contendo cetorolaco de trometamina possuem a

bicamada lipidica mais estruturada em relagdo aos lipossomas vazios.
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1. INTRODUCAO

A administracdo de farmacos através de formas farmacéuticas convencionais
em diversos tipos de terapias tem sido limitada principalmente pela impossibilidade
do aumento da dosagem, a qual geralmente leva a exaltagdo de efeitos colaterais
relacionados com a dose administrada. A degradacao do agente terapéutico, a baixa
solubilidade e, em especial, os efeitos toxicos decorrentes da utilizacdo em doses
elevadas, tornam muitas vezes sua utilizacado inviavel para a obtencdo dos efeitos
terapéuticos desejados. O estudo de novos sistemas para a liberagdo de agentes
terapéuticos como os antitumorais, antibidticos, enzimas, antiinflamatodrios,
horménios, agentes quelantes, vem recebendo especial atengcdo (OLIVEIRA &
SCARPA, 1992; SANTOS & CASTANHO, 2002; OLIVEIRA et al., 2005; FORMARIZ
et al., 2006). Nos ultimos anos resultados significativos foram obtidos em pesquisas
envolvendo o desenvolvimento de sistemas transportadores e suas interagbes com
os farmacos encapsulados. A vantagem desses sistemas €& a de mascarar as
propriedades fisico-quimicas dos farmacos encapsulados, prevalecendo as
propriedades do sistema transportador, possibilitando a modulagcdo da
farmacodinéamica, da biodisponibilidade e a diminuicdo dos efeitos toxicos do
farmaco, através da modificacdo da estrutura ou da composicdo do sistema
transportador (OLIVEIRA et al., 1992; RIBEIRO-DE-ARAUJO et al., 2003;
FORMARIZ et al., 2006). WEN et al.(2006) demonstrou que o Arbutin, agente
clareador da pele, aplicado sob a forma lipossomal foi mais eficiente do que a
aplicacao do farmaco nao encapsulado. De acordo com Cereda et al. (2007), a
utilizacdo de anestésicos encapsulados em lipossomas prolongou o tempo de
analgesia, surgindo novas perspectivas para a veiculagao desta classe de farmacos.

Atualmente, os transportadores disponiveis sado os sistemas transdérmicos de
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liberacdo, implantes subcuténeos, sistemas de liberagcdo ocular, bomba de infusdo
intravenosa, anticorpos monoclonais utilizados como transportadores especificos
para farmacos, enzimas e farmacos radioativos para diagnodstico e tratamento de
doencas e os lipossomas.

Em oftalmologia, os lipossomas, as nanoparticulas e os implantes oculares tém
permitido novas formas de tratamento (OGURA, 2001; OLIVEIRA et al., 2004, 2005;
CARDILLO et al. 2006). Estes dispositivos quando administrados por via tépica ou
diretamente no vitreo, permitem a redugdo da freqiéncia de administragdo, maior
eficiéncia e comodidade para o paciente (LE BOURLAIS et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 2004, 2005; CARDILLO et al., 2006).

A inclusdo de farmacos ja comercializados a sistemas transportadores € uma
boa estratégia para prolongar a validade de protecéo por patente, além de oferecer
um ganho de tempo na fase de desenvolvimento do produto, uma vez que o farmaco
ja se encontra caracterizado do ponto de vista farmacoldgico. Nessa linha, os
lipossomas ocupam uma posigao de destaque (FREZARD & SCHETTINI, 2005).

A literatura mostra que os antiinflamatérios nao esterdides (AINE) sao eficazes
no tratamento de doengas inflamatérias oculares. Com o conhecimento da
patogénese e da participagdo das prostaglandinas na regi&o ocular, a utilizagdo dos
AINE’s na area de oftalmologia tende a se expandir nos proximos anos (KIM et al.,

2010).

Lipossomas
Os lipossomas foram descritos inicialmente por Alec Banghan, na década de
1965. Semelhantes estruturalmente as membranas biolégicas, os lipossomas sao

vesiculas compostas por bicamadas lipidicas circundadas por fases aquosas e
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contendo um compartimento aquoso central. A bicamada lipidica € capaz de regular
a passagem de moléculas nos dois sentidos, sendo que a saida de substéancias de
seu interior para o meio externo caracteriza o sistema de liberacdo controlada. Sua
estrutura permite a dissolugéo de substancias lipofilicas (nas bicamadas lipidicas) ou
substancias hidrofilicas (na fase aquosa compartimentalizada), bem como o controle
da velocidade de liberacdo destas substancias (OLIVEIRA & SCARPA, 1992;
MOSQUEIRA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2004, 2005; WEN et al., 2006; SAHOO
et al., 2008; KHAN et al., 2008). Além disso, podem proporcionar redugdo da
toxicidade inerente a substancia ativa, tornando os farmacos ja existentes mais
eficientes quanto aos efeitos terapéuticos e muito mais seletivos em relagao ao local
de acao, reduzindo desta forma os efeitos adversos e colaterais (OLIVEIRA et al.,
1997; WEN et al., 2006). Os lipossomas possuem dimensdes variadas da ordem de
nm ou poucos pum, onde as cadeias hidrofdbicas dos tensoativos estruturais estao
auto-organizadas entre si e as cabegas polares voltadas para o interior e para o
exterior das estruturas mantendo contato com a fase aquosa (OLIVEIRA et al., 1992;

SCARPA & OLIVEIRA, 1998; MOSQUEIRA et al., 2000; LIMA & OLIVEIRA, 2002).
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Figura 1. Aspecto estrutural dos lipossomas

(http://noopurmandrek.wordpress.com/ acesso em 10/05/2011)

liposome

phospholipid
molecule
@® 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

Estas estruturas podem ser preparadas por uma grande variedade de métodos,
dando origem as vesiculas multilamelares grandes (MLV); vesiculas unilamelares
grandes (LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV) (PUISIEUX, 1983).

Estruturalmente os lipossomas podem ser constituidos por fosfolipideos
naturais: fosfatidilcolina, esfingomielina, cardiolipina, esteréides (colesterol,
ergosterol), fosfolipidios com cargas positivas e negativas, e os sintéticos. A
utiizacdo da fosfatidilcolina de soja hidrogenada ou colesterol aumenta a
estabilidade das membranas lipidicas minimizando processos oxidativos (CHORILLI
et al., 2007).

Sao obtidos pela dispersdo da fase lipidica na solucdo de farmacos sob
agitagdo vigorosa. Quando ocorre a dispersdo, as moléculas de lipidio auto-
associam-se para formar a bicamada lipidica. As extremidades lipofilicas das
moléculas de lipidios se intercalam para formar a parte interna da membrana, e as

extremidades hidrofilicas alinham-se nas superficies externas. Por fim, a membrana

dobra-se encapsulando a solugao de farmaco quando entdo o lipossoma é formado
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(OLIVEIRA & SCARPA, 1992; LASIC, 1993; FORMARIZ et al., 2006).

Do ponto de vista quimico, os fosfolipidios estruturais dos lipossomas podem
sofrer degradacao através de hidrolise enzimatica ou de oxidagdo (LASIC, 1993). A
oxidacdo dos fosfolipidios acontece preferencialmente com os fosfolipidios
poliinsaturados, como é o caso da fosfatidilcolina. Essa oxidagdao ocorre
principalmente pela formagao de radicais livres, iniciada pela incidéncia de luz na
presenca de oxigénio. Assim, a presenga de oxigénio, luz ou temperatura elevada
sao fatores que podem intensificar o processo de decomposicéao.

Bochot e colaboradores (2002) relataram a utilizagcdo de oligonucleotideos e
oligonucleotideos anti-senso, encapsulados em lipossomas estericamente
estabilizados para o tratamento de infecgdes que afetam o segmento posterior do
globo ocular. Foram comparados os efeitos da administragao intravitreal de solugao
simples de oligonucleotideos e de oligonucleotideos encapsulados em lipossomas
estericamente estabilizados. Os oligonucleotideos envoltos em lipossomas
estericamente estabilizados foram protegidos da degradacdo enzimatica, e
permaneceram em concentracdo e tempo maiores quando comparado aos
oligonucleotideos em solugcdo. Este trabalho mostrou que a liberagdo dos
oligonucleotideos pode ser modulada através da insercdo destes neste tipo de
lipossoma; os resultados foram observados in vitro e in vivo.

Fattal e colaboradores (2004; 2006) mostraram que a utilizagdo de lipossomas
dispersos em gel termossensivel Pluronic ®, para o enderecamento intravitreal de
oligonucleotideos anti-senso, previne a degradagdo dos Ilipossomas e
consequentemente dos oligonucleotideos, como também prolonga a acéao
terapéutica.

A facilidade de obtencao, a versatilidade quanto a encapsulagao de farmacos,



20

e alta biocompatibilidade fazem dos lipossomas uma alternativa vantajosa para
liberagdo controlada nos tecidos oculares. Entretanto, sua instabilidade fisica ainda
limita seu uso generalizado (NANJAWADE et al., 2007, ARAUJO et al., 2009).

Preparacéo de lipossomas

Poucos procedimentos experimentais sdo capazes de encapsular grandes
quantidades de farmacos soluveis em agua. Sdo mais comumente utilizadas as
técnicas de evaporacao de fase-reversa (SZOKA e PAPAHADJOPOULOS, 1978),
injecdo de solvente (DEAMER e BANGHAM, 1976; SCHIEREN et al.,, 1978),
liofilizagdo (PICK, 1981), extrusdo (HAMILTON et al., 1980), sonicacdo (HAUNG,
1969), métodos mais recentes como a técnica de evaporagao de fase reversa com
fluido supercritico (IMURA et al., 2002) e filtragao (KATAYAMA et al., 2002) tém sido
estudados. Em geral, todos os métodos de preparagédo envolvem trés ou quatro
estagios basicos: solubilizagdo dos lipidios em solvente organico, remog¢ao do
solvente organico da solugao de lipidios, dispersdo dos lipidios em meio aquoso e
purificacdo dos lipossomas (NEW, 1990).

Estes métodos podem levar a obtencdo de vesiculas unilamelares pequenas
ou grandes (SUVs e LUVs, respectivamente) ou multilamelares (MLV) (Figura 2).
MLVs sao formados pela hidratacao do filme lipidico seguida por agitagao vigorosa
em vortex, enquanto que os LUVs em sua maioria séo produzidos por evaporagao
de fase reversa. SUVs podem ser preparados submetendo as suspensdes de MLVs
ou LUVs a sonicagao, procedimento no qual a preparagao de MLV é submetida a
radiacao de ondas de ultra-som, as quais quebram as vesiculas multilamelares em
vesiculas de diametro reduzido assegurando a obtengdo de uma populagao
homogénea de vesiculas (VEMURI e RHODES, 1995; MEISNER e MEZEI, 1995;

BOCHOT et al., 2000).
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A grande variedade de métodos usados na obtencdo desses agregados tem
permitido dimensionar lipossomas de diferentes tipos, diametro e estabilidade, o que
tem gerado diferentes possibilidades de aplicagdes como sistemas transportadores
de farmacos (OLIVEIRA et al.,1997). As MLVs se formam ao aplicar-se uma forga
quando um excesso de volume de solugdo aquosa € adicionada aos lipidios
previamente secos por meio de evaporagao em baldo de fundo redondo sob vacuo.
Bangham (1977) demonstrou que a eficiéncia de encapsulacéo pode ser aumentada
pelo tempo de hidratagao do filme seco. Assim, o método de preparacao, o tempo de
hidratacdo e a espessura do filme lipidico podem influenciar as caracteristicas das
MLV que sao preparadas a partir de lipidios com composicao similares (VEMURI e
RHODES, 1995). Vesiculas unilamelares grandes (LUVs) consistem de lipossomas
com diametros até 1000 nm (NEW, 1990). O tamanho de LUV é um tépico muito
debatido, pois segundo Vemuri e Rhodes (1995) o termo ‘“large” refere-se a
estruturas vesiculares grandes, e maiores que 100 nm. Sdo capazes de encapsular
grandes volumes de solugbes em sua compartimento aquoso central e possuem alta
eficiéncia de encapsulagédo 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 liberagédo do farmaco (TIRREL et al.,
1976). LUVs podem ser produzidos através do método de evaporagao de fase-
reversa (VEMURI e RHODES, 1995).

Caracterizacao de lipossomas

A caracterizagao detalhada da estrutura dos lipossomas, incluindo distribuicéo
de tamanho, numero de bicamadas e volume de encapsulagéo € importante, uma
vez que ela fornece informacdes importantes sobre diferencas na estrutura

causadas por mudangas no método de preparagcdo e na composicao lipidica. Estas



22

diferengas na estrutura afetam o comportamento das vesiculas in vitro, assim como
in vivo. Assim, uma definicdo apropriada da estrutura é essencial para obtencao de
resultados reprodutiveis, um pré-requisito fundamental para o emprego satisfatério
dos lipossomas na terapéutica (JOUSMA et al., 1987; VIDAL, 1993; LIMA, 1998).

Dentre as caracteristicas que mais refletem as variagées entre os distintos tipos
de lipossomas estdo aquelas relacionadas a encapsulacdo de farmacos pelas
vesiculas. A eficiéncia de encapsulagao pode ser expressa de varias maneiras:

- A porcentagem ou taxa de encapsulagdo corresponde a proporgao de
farmaco encapsulada nos lipossomas em relacdo a quantidade inicialmente
encontrada no meio.

- A massa de substancia 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 (ug/Mol).

Varias técnicas podem ser utilizadas para caracterizar preparacdes de
lipossomas, entre as quais: espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light
Scattering), cromatografia, centrifugagdo, diadlise, eletroforese, ressonancia
magnética nuclear e a microscopia eletrénica por criofratura (LESIEUR et al., 1991;

LIMA, 1998).
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Figura 2. Métodos de obtencao de lipossomas (LASIC, 1997)

Lipossomas na liberagdo ocular de farmacos

Um dos maiores problemas da aplicacdo ocular tépica € a rapida remocao do
farmaco dos tecidos oculares (~90%) devido a drenagem lacrimal. Essa perda
representa ndo sO prejuizo para o tratamento como também econdmico. A
administragao sistémica do farmaco pode ser utilizada no tratamento de patologias
do segmento posterior dos olhos, mas, devido a barreira hematorretiniana, ha uma
grande dificuldade do farmaco circulante no sangue penetrar a retina (CONSTABLE
et al., 2005). Com isso, sdo necessarias altas concentracbes de farmaco na
circulagao sanguinea para se obter um nivel terapéutico deste farmaco no segmento
posterior dos olhos (COLTHURST et al., 2000).

A administracao intravitreal de farmacos € uma das opg¢des viaveis para o

tratamento de patologias do segmento posterior do globo ocular, mas também
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apresenta inconvenientes tais como o desconforto da administragdo, principalmente
para a terapia de doengas crbnicas, as quais exigem administracdes repetidas e por
tempo prolongado. Devido a estrutura anatébmica e a prépria fisiologia do olho, a
penetragcdo dos farmacos nos tecidos oculares, através da cornea, € muito baixa.
Além disso, a remogao nasolacrimal faz com que os farmacos sejam removidos do
local pela circulagdo sanguinea (CONSTABLE et al., 2005), podendo causar efeitos
adversos semelhantes aos observados quando os farmacos sao administrados
sistemicamente (COLTHURST et al., 2000).

Por essas razoes, diversos estudos visando o desenvolvimento de sistemas
capazes de manter a concentracdo de farmacos no segmento posterior do olho,
dentro de niveis terapéuticos, por um periodo de tempo prolongado tém sido
realizados (COLTHURST et al., 2000).

Entre as alternativas terapéuticas com habilidade de prolongar o efeito
terapéutico ao tempo em que podem reduzir a toxicidade dos farmacos, os
lipossomas ocupam um lugar de destaque. Através da encapsulagcdo de farmacos
em lipossomas € possivel obter maior concentracdo nos tecidos oculares,
prolongamento da atividade terapéutica nos segmentos anterior e posterior do olho
e, direcionamento do farmaco para o segmento posterior do olho (BOCHOT et. al.,
2000; ARAUJO et al., 2009). O fato das bicamadas lipidicas serem estruturalmente
semelhantes as membranas bioldgicas facilita também, a penetracdo de farmacos
encapsulados nos tecidos biolégicos (VEMURI & RHODES, 1995; OLIVEIRA et al.,
1997; OLIVEIRA & SCARPA, 1997; SCARPA et al., 1998). Além disso, os
lipossomas possuem elevada biocompatibilidade especialmente quando s&o
formados pelos lipidios pertencentes as familias de lipidios naturais. Essas vesiculas

sdo sistemas altamente versateis, cujo didmetro, lamelaridade, superficie,
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composicao lipidica, volume e composicdo do meio aquoso interno podem ser
manipulados em funcdo dos requisitos farmacéuticos e farmacolégicos (OLIVEIRA et
al., 1997; SCARPA & OLIVEIRA, 1997; SILVA-JR et al., 2006). Os lipossomas
podem atuar como transportadores de uma grande variedade de moléculas, tais
como proteinas, nucleotideos e até mesmo plasmidios, possuindo grande potencial
em oftalmologia (KAUR et al., 2004).

Gupta e colaboradores (2000) demonstraram que a encapsulacdo de
fluconazol em lipossomas aumentou a meia-vida do farmaco na cavidade vitrea,
apo6s administracao intravitreal do farmaco em coelhos.

Oliveira e colaboradores (2004) mostraram que a administracao intravitreal de
vancomicina encapsulada em lipossomas para o tratamento de endoftalmite induzida
experimentalmente em olhos de coelhos, aumenta o tempo de residéncia do
farmaco e, consequentemente, o intervalo de tempo entre as aplicagbes. Foi
também demonstrado que a administragdo intravitreal de triancinolona veiculada em
microesferas biodegradaveis prolongou o tempo de permanéncia do farmaco e
aumentou o seu efeito terapéutico do antiinflamatério (OLIVEIRA et al., 2005). Gillies
e colaboradores (2006) relataram a diminuicdo da extensao do edema macular
diabético refratario através da administragéo intravitreal de triancinolona.

A composicao lipidica, a carga superficial, as propriedades fisico-quimicas do
farmaco e a interacdo entre o farmaco e as vesiculas lipidicas influenciam
decisivamente na encapsulacdo dos farmacos em lipossomas (SCHAEFFER &
KROHN, 1982; SCARPA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2004, 2005).

Chetoni et al. (2004) mostraram que a biodisponibilidade de uma preparacao
lipossomal de Aciclovir, contendo fosfolipideos de carga positiva para uso oftalmico

foi maior do que a preparagao topica ja comercializada do farmaco.
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Lipossomas obtidos a partir de fosfolipidios saturados conferem maior protecéo
ao farmaco quando na presenca de lisozima e esteareses, enzimas presentes na
lagrima, tornando-o mais biodisponivel (ARAUJO et al., 2009).

Costa e Moraes (2003) mostraram que o comportamento da vesicula e sua
estabilidade podem ser controlados pelo método de obtencao do sistema lipossomal.
Para o farmaco 5-fluorouracil, em administracdes topicas, a evaporagao por fase
reversa mostrou-se mais adequada.

A utilizacdo de lipossomas tem também se mostrado uma estratégia
terapéutica para aumentar a poténcia farmacoterapéutica e diminuir os efeitos
colaterais dos antitumorais (FAVERO & BYDLOWSKI, 2008). Em estudos realizados
por Frézard e Schettini (2005), as maiores taxas de encapsulacdo de antimoniais
foram obtidas com lipossomas constituidos de fosfolipidio de alta temperatura de
transicdo de fase. Além disso, aqueles obtidos por evaporagéo por fase reversa se
mostraram menos estaveis do que aqueles obtidos por hidratagao do filme lipidico.
Estudos mostraram que a utilizacdo da terapia de antimoniais baseada em
lipossomas tem reduzido o numero de injecbes, duragcdo da terapia e efeitos
colaterais quando comparada a quimioterapia convencional (FREZARD &
SCHETTINI, 2005).

Em estudo realizado em coelhos por Hosny (2010), a formulagdo de
ciprofloxacino lipossomal em uma matriz de hidrogel mostrou-se adequada para
liberagao prolongada do farmaco na regiao ocular, pois manteve-se estavel durante
a permanéncia do sistema na regido-alvo. Além disso, o sistema lipossomal
aumentou a permeabilidade da cérnea ao farmaco e a biodisponibilidade em cinco
vezes se comparado a solugéo aquosa.

Os hidrogéis, lipossomas e carreadores nanoestruturados sao pesquisados
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para otimizar a permanéncia do farmaco na regido subconjuntival, reduzir os efeitos
colaterais sistémicos e o numero de aplicagbes, aumentando a adesio do paciente
ao tratamento (NANJAWADE et al., 2007).

Um estudo mostrou que o nivel de dexametasona lipossomal na conjuntiva
manteve-se alto apds 6 horas de sua administragao, mostrando que o sistema pode
criar um reservatoério, aumentando o tempo da penetracdo ocular (ARAUJO et al.,
2009).

Segundo Hosny (2009) uma formulagao termosensivel de hidrogel lipossomal
contendo ofloxacino proporcionou a maxima biodisponibilidade ocular em coelhos.
Além disso, o sistema garantiu liberagdo controlada e continua aumentando a

permeabilidade transcorneal ao ofloxacino.

Cetorolaco de Trometamina

Aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1989, o cetorolaco de
trometamina € um membro do grupo pirrolico das drogas antiinflamatorias nao
hormonais (AINE), que inibe a sintese de prostaglandinas e pode ser considerado
um analgésico central e periférico (ROOKS et al., 1985).

Possui formula quimica C1sH13NO3;. C4H11NO3, peso molecular de 376,41 g/mol
com um carbono quiral na posicao alfa do grupo propionato (USP 32, 2009). Possui
pKa de 3,5 e osmolalidade usual das solugdes de 290 mOsmol/kg (USPDI 22, 2002).
O nome quimico do farmaco é acido-5-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1-carboxilico
misturado a 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol; € uma mistura racémica de —-S
e [-]S e [+]R de cetorolaco de trometamina, podendo existir em trés formas de cristal,

todas igualmente soluveis em agua.
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Figura 3. Formula Estrutural do cetorolaco de trometamina

Como um inibidor ndo especifico da enzima ciclooxigenase (COX), o cetorolaco
de trometamina inibe ambas as formas, reduzindo os niveis que sao naturalmente
necessarios para os processos bioldgicos e aquelas prostaglandinas induzidas — via
COX-2 pela les3o tecidual ou inflamacdo. E a inibicdo ndo especifica das enzimas
COX que produz efeitos colaterais (ANTHONY e JASINSKI, 2002).

O cetorolaco de trometamina € indicado para controlar processos dolorosos
moderados e graves, como & o0 caso de condigdes pos-traumaticas ou pos
cirurgicas, principalmente quando a utilizagdo de analgésicos opioides é indesejavel
devido a seus efeitos colaterais (ROOKS et al., 1985).

Sua administracdo da-se através das vias intramuscular, intravenosa, oral ou
ocular, ndo devendo ser utilizado por mais de cinco dias consecutivos (USP 32,
2009).

O cetorolaco de trometamina é utilizado em oftalmologia para o tratamento de
irritacbes causadas por conjuntivites sazonais, na prevencdao de inflamacgdes
decorrentes de cirurgias para extracdo de catarata com ou sem implantacdo de
lentes intraoculares (USP 32, 2009). O USA Food and Drug Administration (FDA)
atestou também sua eficacia em conjuntivites alérgicas, dores oculares, e fotofobia
(DEMIRCAN et al., 2007). A grande vantagem na utilizacdo das AINE esta em evitar
os efeitos adversos que a administracdo freqliente de antiinflamatorios esterdides

(corticoides) induz: instabilidade da lagrima, toxicidade epitelial, ceratopatia do
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cristalino, forga de cicatrizag&o diminuida, atrofia de gordura orbital, ptose, limitagbes
dos movimentos oculares, aumento da pressao intra-ocular e reducdo do cortisol
endogeno (MCGHEE et al., 2002; MALHOTRA & MAJUNDAR, 2005). Em estudo
realizado por Taban et al., 2007, pacientes que receberam injecao intravitreal de
triancinolona acetonida para o tratamento de diversas doencas, incluindo
degeneracdo macular relacionada a idade (AMD), retinopatia diabética, oclusao
vascular e edema macular cistéide (CME), e que tinham histéria de uveite,
apresentaram risco maior de desenvolver endoftalmite nao-infecciosa.

Por atuarem apenas na via da ciclooxigenase, os AINEs nao interferem na
cicatrizacdo de feridas, como os corticoides, que alteram a sintese do colageno,
sendo este fato de relevante importancia quando da utilizagdo dos AINEs nas
cirurgias oftalmolégicas (MEIRELES-TEIXEIRA et al., 2003).

Wafapoor e McCluskey (2006) propuseram a utilizagdo do cetorolaco por via
intravitreal como uma alternativa aos corticoides no tratamento do edema macular. O
estudo de carater retrospectivo incluiu pacientes portadores de edema macular
associado ao diagnéstico de glaucoma. Complicagées como catarata e aumento de
pressao intra-ocular ndo foram observadas.

Estudos mostraram que a utilizagdo do cetorolaco de trometamina apds a
cirurgia de catarata como profilatico diminuiu consideravelmente a incidéncia do
edema macular cistéide (WALTERS et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008). O edema
macular cistéide é a causa mais frequente de diminuicdo da acuidade visual apds
cirurgias de catarata.

Wittpenn e colaboradores (2008) sugeriram que a utilizacdo pré-operatéria do
cetorolaco de trometamina junto a administragdo pos-operatoria de prednisolona 1%

(antiinflamatorio esterdide), reduz significantemente a incidéncia de edema macular
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cistéide e espessamento macular em pacientes submetidos a cirurgia de catarata.

Hon-Vu et al. (2007) concluiu que a recuperagao visual, inflamagao da camara
anterior, e os efeitos subjetivos das cirurgias de catarata sado similares em pacientes
tratados com cetorolaco ou nepafenac, um novo agente de uso tépico indicado para
o tratamento de dor e inflamacao associados com essa cirurgia. Estes farmacos se
diferem estrutural e farmacologicamente. Nesse estudo, houve uma maior incidéncia
de opacificacdo da capsula posterior no grupo tratado com nepafenac, além de uma
ligeira melhora na satisfagdo e na dor pds-operatéria dos pacientes submetidos ao
tratamento com cetorolaco.

Em um estudo in vitro realizado por Walters et al. (2007) para o tratamento de
inflamacdes decorrentes de cirurgia de catarata, o cetorolaco €, entre os AINES, o
que melhor inibe a COX-1, além disso, a especificidade para a COX-1 reduz a
incidéncia de efeitos colaterais no sistema gastrointestinal, cardiaco e renal quando
comparado com AINES seletivos para COX-2 (BEAULIEU, 2007).

O mecanismo de agao cetorolaco de trometamina envolve a inibicdo da
ciclooxigenase, enzima que converte o acido aracdbnico a prostaglandinas, sendo
que a administracdo ocular do farmaco reduz significativamente os niveis da
prostaglandina E; (PGE;) no humor aquoso (ANTHONY e JASINSKI, 2002).

Em estudo realizado por Parulekar e Dahanukar (1993), o cetorolaco de
trometamina foi comparado ao ibuprofeno, comumente utilizado em hospitais para
analgesia pos-operatéria. A dor pos-operatoria relatada pelos pacientes foi reduzida
com o uso de cetorolaco de trometamina quando comparado ao ibuprofeno. Isso
pode ser atribuido a concentragdo plasmatica do farmaco que é atingida mais
rapidamente além da sua maior meia vida. Além disso, os pacientes tratados com o

cetorolaco nao necessitaram de nova dose para analgesia adicional.
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Outro estudo comparando cetorolaco de trometamina e bromfenac em
pacientes que se submeteram a cirurgia de catarata, a maior concentragédo no humor
aquoso e a melhor inibicdo da PGE; foi promovida pelo cetorolaco de trometamina
(CHO et al., 2009).

Foi descrito na literatura que o cetorolaco de trometamina aplicado topicamente
possui maior atividade anti-inflamatéria na regido ocular se comparado ao
diclofenaco. Também foi demonstrado que o cetorolaco tdpico é tao eficaz quanto os
derivados esterdides na inflamagao pds-operatoéria na regidao ocular (MACA et al.,

2010)

Estabilidade

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicao, processo de fabricacao, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2004).

Formulagdes liquidas sdo mais sujeitas a algum tipo de decomposi¢cado quimica.
Essas decomposi¢cdes podem alterar as propriedades organolépticas ou até mesmo
produzir produtos toxicos. A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser
definida como a capacidade de determinada formulacdo em um sistema fechado
manter suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas, terapéuticas e
toxicolégicas (MORENO, 2007).

A deterioracdo de um produto pode ser acelerada sob condigdes elevadas de
estresse. Esses estudos proporcionam um ganho de tempo consideravel num

processo de desenvolvimento do produto, pois identifica com rapidez as formulagdes
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que possuem estabilidade aceitavel (MORENO, 2007; FARINELLI, 2008).

A necessidade de garantir a identidade, pureza, poténcia, eficacia e seguranga
de um produto no momento da utilizacdo, torna fundamental o estudo da
estabilidade das preparagdes farmacéuticas.

No estudo de estabilidade de farmacos a hidrélise dos farmacos sob aumento
de temperatura tem uma importancia significativa, ja que o aumento da temperatura
aumenta a velocidade da reacgao facilitando sua medida (MORENO, 2007). De modo
geral, a velocidade da reagao de degradacado de um farmaco duplica ou triplica para
cada 10° C de aumento de temperatura (FERREIRA, 2002).

A existéncia de muitos farmacos fotossensiveis torna a luz um parametro
importante no estudo da estabilidade, ja que ela pode oferecer a energia necessaria
para uma reagao de degradacao.

Existem varios mecanismos de degradacdo das moléculas dos farmacos,
entretanto os processos de instabilidade mais comuns sao por hidrélise, oxidacéo,
decomposicdo, pirrdlise, fotdlise, interacdes, efeitos de substituintes, entre outros

(MORENO, 2007).

Estabilidade de Lipossomas

A composicao de uma formulacao e os processos quimicos, fisicos e bioldgicos
pode interferir diretamente a estabilidade dos lipossomas e, consequentemente em
sua meia-vida. Independentemente do método de preparagdo dos lipossomas,
alteracbes da estabilidade durante o periodo de armazenamento podem ocorrer. A
consequéncia desta estabilidade fisico-quimica limitada é considerada como grande
obstaculo para a transposi¢céo da escala laboratorial para a industrial. A estabilidade

quimica dos lipossomas pode ser afetada por reagcdes de degradagdo como a
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hidrolise das ligagdes do tipo éster e a peroxidacao de insaturagdes das cadeias de
hidrocarbonetos dos fosfolipidios. Estas reagbes em geral levam a alteragbes na
permeabilidade da bicamada lipidica (SCHAFFAZICK et al., 2002).

A instabilidade fisica leva a problemas tais como a liberagdo indesejavel do
composto terapéutico do interior da vesicula, e a alteragdo no didmetro e forma das
vesiculas decorrentes de processos de agregacao e fusdo dos lipossomas. O
processo de agregacao consiste na formacao de estruturas maiores compostas por
lipossomas individuais, a principio de carater reversivel. A fusdo é resultante da
formagao de novas estruturas coloidais, sendo um processo de carater irreversivel.

A liofilizacdo dos lipossomas, pela retirada da fase aquosa, aumenta a meia
vida, pois a estabilidade destes em estado seco é maior. A inclusdo de uma
pequena quantidade de lipidio com carga na preparagao reduz esses problemas,
pois promove uma repulsao eletrostatica entre as vesiculas (BATISTA et al, 2007).
No momento do congelamento da amostra para submeté-la ao processo de
liofilizagdo, é empregado um crioprotetor ou um lioprotetor para evitar o rompimento
das vesiculas. Varios fatores influenciam a estabilidade das suspensdes
lipossomais.

Hashem et al., (2007) mostraram que a estabilidade de lipossomas foi mantida
com o processo de liofilizacdo sem mudancas significativas na temperatura de
transicao de fase, forma e distribuigdo do tamanho em estocagem a 5° C por mais
de um ano.

Em estudo realizado por loele e colaboradores (2005), a encapsulagao de
acidos retindicos (isotretinoina e tretinoina) em lipossomas aumentou a
fotoestabilidade em comparagdo com suas solugbes etandlicas. Além disso, os

lipossomas aumentaram em vinte vezes a meia vida da isotretoina em comparagao
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com sua solucado em etanol.

Glavas-Dodov et al.(2005) mostraram que lipossomas contendo 5- fluorouracil
na presenca de crioprotores tornaram-se mais estaveis e menos permeaveis ao
extravasamento do farmaco encapsulado quando submetido ao processo de
liofilizagao.

Tursilli e colaboradores (2006) demonstraram que a encapsulagdo de
melatonina em microparticulas lipidicas aumentou sua fotoestabilidade.

Sob o ponto de vista microbioldgico, os lipossomas sdo um meio bastantes
propicio para a contaminacao microbiana. Além disso, outro fator a ser considerado
€ a possivel interagado dos lipossomas com os antimicrobianos, que pode culminar
na desestabilizacéo fisica e quimica (SCHOLER et al., 2000).

A baixa estabilidade dos lipossomas em suspensdo aquosa inviabiliza a sua
apresentacao nesta forma farmacéutica. Entretanto, o armazenamento na forma
liofilizada e na presenga de um crioprotetor tem se mostrado uma alternativa viavel,
pois o crioprotetor evita a fusdo das membranas desidratadas e o extravasamento
da substancia encapsulada no momento da reidratagdo (FREZARD & SCHETTINI ,
2005).

Para verificar o efeito do lioprotetor no processo de liofilizagdo a composigao da
bicamada lipidica deve ser avaliada, ja que estabilidade da membrana de
fosfolipideo facilita a obtencao de lipossomas liofilizados. A distribuicdo homogénea
do lioprotetor sobre a bicamada tem influéncia sobre seu efeito, assim como o
didmetro dos lipossomas. A liofilizagao € capaz de orientar farmacos lipofilicos para

a bicamada melhorando sua estabilidade a longo prazo (CHEN et al., 2010).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. PREPARAGAO DOS LIPOSSOMAS

As dispersoes lipidicas contendo fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FSH)
foram preparadas pelo método de hidratagcéo do filme lipidico seguido de sonicagéo.
A partir de uma solucido cloroférmica de FSH foi obtido um filme lipidico pela
evaporagdo do solvente utilizando gas nitrogénio. Para assegurar a completa
remocao do solvente, a preparagao foi mantida em dessecador sob vacuo por, pelo
menos, 2 horas. Ao filme preparado foi adicionada 4 mL de solucédo tampao Tris-HCI
10 mM pH 7,4 para hidratacdo e mantido em repouso a temperatura ambiente por 40
minutos. Apos este tempo, a dispersdo foi agitada em vortex até total
desprendimento da parede do baldo. Os MLVs assim obtidos foram sonicados com
pulsos de 1 minuto de sonicagao durante 20 minutos. Apds a sonicagao, a dispersao
de lipossomas foi centrifugada a 2550 x g durante 15 minutos, a fim de eliminar o

residuo de titanio liberado pela haste do sonicador.

Lipossomas contendo cetorolaco de trometamina

Para obtencao de lipossomas contendo cetorolaco de trometamina foi utilizado
o procedimento descrito acima, onde as diferentes concentragdes do farmaco: 6,64;
13,38; 19,92; 26,57; 33,21; 39,85 mM foram dissolvidas no Tris-HCI 10 mM pH 7,4

adicionado a preparacao.

2.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS LIPOSSOMAS

2.2.1. indice de refracéo

O indice de refracdo € um parametro importante para determinagéo do raio
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hidrodindmico dos lipossomas por espalhamento dindmico de luz. Por isso ele foi
determinado antes de submeter as preparagbes ao light scattering. As
determinagdes foram realizadas conforme a Farmacopéia Americana (USP 32,
2009) utilizando-se um refratbmetro de Abbé e ambiente climatizado a 20 °C. O
indice de refragao da agua purificada foi o padrao. As analises foram realizadas em

triplicata.

2.2.2 .Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A nanoestrutura dos lipossomas foi analisada por espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS). As medidas foram realizadas na linha de SAS do Laboratoério
Nacional de Luz Sincontron (LNLS) em Campinas. Esta linha é equipada com um
monocromador de silicio (111) produzindo um feixe de raios-X (A=1,488 A) colimado
e focalizado horizontalmente no intervalo do vetor espalhamento (q) de 0.017 a 0.35
A, A intensidade do feixe espalhado 1(q) em fungcédo do mddulo do vetor de
espalhamento que foi determinada com um detector 2D Imagem Plate e o
espalhamento parasita do ar foi subtraido da intensidade total espalhada. As curvas
resultantes foram normalizadas levando em consideragcao os efeitos do decaimento
natural e, da intensidade da fonte de radiacdo sincroton, da sensibilidade do
detector, da transmitancia e espessura da amostra. Cada espectro foi coletado por

300s.

2.3. DETERMINACAO QUANTITATIVA DO CETOROLACO DE TROMETAMINA

POR ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO UV-Vis
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2.3.1. Comprimento de onda de maxima absorgéo (Amax) do cetorolaco de

trometamina

2.3.1.1 Em Tampéao Tris-HCI

Para determinar o comprimento de onda de maxima absorgao do cetorolaco de
trometamina foi preparada uma solugéo padrao do farmaco a 20, 66 ug/mL a partir
de uma solugao estoque de 2,5 mg/mL do farmaco em Tris-HCI 10 mM pH 7,4. A
amostra foi entdo analisada por espectrofotometria de varredura na regido UV-Vis no

intervalo entre 200 e 400 nm.

2.3.1.2 Em metanol.

Para determinar o comprimento de onda de maxima absorgao do cetorolaco de
trometamina foi preparada uma solugdo padrao do farmaco a 20,66 ug/mL a partir
de uma solugao estoque de 2,5 mg/mL do farmaco em metanol. A amostra foi entdo
analisada por espectrofotometria de varredura na regido UV-Vis no intervalo entre

200 e 400 nm.

2.3.2. Curva padrao do cetorolaco de trometamina

As curvas padrao do cetorolaco de trometamina foram realizadas em Tampao
Tris-HClI 10 mM pH 7,4 e em metanol. Graficos de absorbancia em relagcdo a
concentracdo foram construidos a partir de uma solugdo estoque contendo 2,5
mg/mL de cetorolaco de trometamina. Uma aliquota da solugédo estoque foi colocada
na cubeta e sucessivas diluigdes foram realizadas em Tris-HCI, 10 mM pH 7,4 e em
metanol diretamente na cubeta do espectrofotbmetro de modo a obter
concentragbes na faixa de 0,50 a 30,0 pg/mL. A cada diluigdo, a solugdo era
homogeneizada e a leitura da absorbéancia foi realizada nos comprimentos de onda

de 323 nm e 320 nm, contra um branco de Tris-HCI| ou de metanol.
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A equacéo da reta foi obtida por regresséo linear (Equagao 1):
Abs =a.[Ket] + b (2)
Onde:
Abs = absorbancia do farmaco obtida em 323 e em 320 nm;
a = coeficiente angular da reta;
b = intercepto da curva em relagao ao eixo da absorbancia do farmaco;

[Ket] = concentracéo de cetorolaco de trometamina.

2.4. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Separacdo do farmaco néo encapsulado

Para determinacéo da eficiéncia de encapsulacao foi necessario primeiramente
realizar a separagao do farmaco nao encapsulado pelos lipossomas. A metodologia
adotada foi a cromatografia de exclus&o utilizando gel de Sephadex G-50 (dextrana
reticulada) como fase estacionaria. Foram pesados 10 g de Sephadex G-50 e feita
hidratagdo por 24 horas com agua deionizada previamente desaerada para evitar a
incorporagcao de ar na matriz. Apos o periodo de hidratacdo, a Sephadex G-50 foi
transferida para uma coluna de vidro (30 x 3 cm) e eluidos 500 mL de tampéao Tris-
HCI 10 mM pH 7,4, também desaerado, para empacotar a coluna. Em seguida,
aplicou-se 2,0 mL das preparagdes lipossomais de cetorolaco utilizando tampao
Tris-HCI 10 mM pH 7,4 desaerado como fase mével. Antes das amostras, foram
aplicados 2,0 mL da disperséo de lipossomas vazios para saturar os sitios de
ligacdo da resina.

Foram coletadas 50 fragcbes eluidas da coluna de, aproximadamente, 2 mL

cada uma, sendo o fluxo de 2 mL/min. Estas fracbes foram monitoradas por
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espectrofotometria em 410 e 323 nm. Em 410 nm observou-se o perfil de eluicdo

dos lipossomas e em 323nm a eluigdo do farmaco.

Calculo da eficiéncia de encapsulacéo

As fracdes correspondentes a saida dos lipossomas, ou seja, que
apresentaram turbidez em 410 nm foram reunidas e liofilizadas. O liofilizado foi
pesado e uma aliquota de 10 mg foi dissolvida em metanol para que as vesiculas
lipossomais fossem rompidas e liberassem o farmaco encapsulado. As absorbancias
das amostras foram determinadas por espectrofotometria utilizando-se como branco
uma solugdo metandlica de lipossomas vazios. Através da curva analitica do
farmaco em metanol foi possivel determinar a massa de cetorolaco encapsulada

pelos lipossomas.

2.5. CONTROLE DA VARIACAO DE pH

A variacéo do pH de todas as amostras foi acompanhada utilizando fitas de pH

nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 72, 84, 96, 108, 120 e 340 horas.

2.6. ESTUDO PREVIO DE ESTABILIDADE

Uma preparacado lipossomal de 39,85 mM de cetorolaco de trometamina
acondicionada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz foi analisada em
espectrofotdbmetro na regido de 323 nm nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 21, 24,
33, 48, 54, 70, 121, 145, 169, 193, 217, 241, 265, 289, 313 horas para se avaliar o

comportamento dos lipossomas.

2.7. ESTUDO DE ESTABILIDADE
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Preparagdes de lipossomas contendo concentragdes de 6,64; 13,38; 19,92;
26,57; 33,21; 39,85 mM de cetorolaco de trometamina tiveram seu diametro
determinado por espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering) (New,
1990). As amostras foram obtidas nos intervalos de 0, 18, 25, 45, 70, e 169 horas.

Os parametros para a analise foram:
-Temperatura 20°C
-Comprimento de onda do laser 514 nm

-indice de refracéo de acordo com o indice da amostra analisada.

Estudo de fotoestabilidade

Para o estudo de fotoestabilidade do cetorolaco de trometamina em uma
preparacgao lipossomal foi utilizado uma camara com uma luz ultravioleta de poténcia
22 W e frequéncia de 25 KHz. que ficou ligada ininterruptamente enquanto o
experimento estava sendo realizado. Foram utilizadas, para efeito de comparacao,
solucdes do farmaco em tampao Tris- HClI 10 mM pH 7,4 para mostrar a eficiéncia
do lipossoma na foto protecédo. Solugdes do farmaco livre, lipossomal e lipossomas
vazios foram utilizados nesse experimento. As solugdes foram colocas em frascos
de vidro transparentes para que a incidéncia da luz ultra-violeta fosse maxima.

Em dois frascos foram colocadas a solugdo do farmaco livre. Uma ficou
protegida por um papel preto e outra ficou totalmente exposta a luz. Desse modo, foi
possivel descartar qualquer interferéncia que nao fosse a da luz na degradacao do
farmaco. Utilizou-se o mesmo procedimento experimental para o farmaco
lipossomal. Para a avaliagao quantitativa do farmaco os lipossomas foram rompidos
com metanol.

Dos outros dois frascos com lipossomas vazios, um também foi totalmente
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protegido e outro foi exposto a luz. Essas dispersdes foram utilizadas como branco
na determinagdo quantitativa do farmaco lipossomal, protegido e exposto,
respectivamente, garantindo assim que as possiveis interferéncias da degradacgéo
da FSH n&o interferissem na analise. Os lipossomas dessas solu¢cdes também foram
rompidos com metanol.

Nesse estudo foi utilizada a preparagdo de 39,85 mM de cetorolaco de
trometamina e as amostras foram retiradas nos tempo: 0, 3, 9, 29, 51, 81, 190, 216,

250 horas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ANGULO (SAXS)

A analise por SAXS mostrou que os lipossomas obtidos apresentaram perfil
caracteristico e que a encapsulagao de cetorolaco de trometamina conferiu maior

estruturagdo as bicamadas dos lipossomas (figuras 4 e 5).

Figura 4 - Avaliagdo estrutural dos lipossomas vazios por SAXS.

[Lipossorhas va:ios]

I{u.a.)

g{n.m?)

Figura 5 - Avaliacao estrutural dos lipossomas contendo Ket por SAXS.

Lipossomas +
Cetorolaco de Trom etamina
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A presenca de picos de difracdo (1 e 2) bem definidos (figura 5) indica
formagdo de vesiculas com alta estruturacdo molecular, alteracdo provavelmente
devida a encapsulacao do farmaco.

A figura 4 apresenta um pico largo que vai da regido de 0,5 até
aproximadamente 1,75 q, indicando que a bicamada dos lipossomas sem farmaco
apresenta certo grau de estruturagdo. Na figura 5 pode-se observar dois picos
dentro da mesma regido. A ocorréncia do segundo pico € indicativo de sistemas
mais estruturados, o que sugere que o cetorolaco de trometamina se interpde entre
as cadeias fosfolipidicas da bicamada e confere a ela uma melhor organizacao. Isso
ocorre devido ao fato da molécula do farmaco apresentar regides com
caracteristicas polares e apolares. A trometamina tem caracteristica polar, enquanto
o cetorolaco apresenta anéis de carbono que conferem caracteristica apolar a
molécula, permitindo que ela se situe tanto na regido interna da bicamada quanto no
interior aquoso.

A maior estruturagao do sistema pode modificar a velocidade de liberagdo do
farmaco e alterar parametros farmacocinéticos como aumento da solubilidade e
biodisponibilidade.Com isso € possivel diminuir a toxicidade dos farmacos além de

aumentar a eficacia clinica.
3.2. COMPRIMENTO DE ONDA DE MAXIMA ABSORCAO EM METANOL

O pico de absorgédo no Amax do cetorolaco de trometamina, na concentragcao de
20,66 ug/mL (5,49 x 10° M) do farmaco determinado em metanol, foi obtido na
regiao de 320 nm, conforme pode ser observado na figura 6. O coeficiente de
extingao molar (£ ) do farmaco calculado através da equagéao 2 nessas condigoes foi

de 15.962 M™'cm™, foi definido como a raz&o entre a absorbancia (A) NO Amax dividido
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pela concentragdo molar da solugdo da substancia (c), utilizando uma cubeta com
caminho opticoL =1 cm.
Coeficiente de extingdo

Maolar (M-'cm-')

'A =& ‘-E L «——— caminho sticotem)

Absorbancia — Concentracio(M) (2)

A determinagdo do Amax do cetorolaco de trometamina € importante para as
determinacdes de eficiéncia de encapsulagcdao que foi conduzida no solvente, o qual
€ capaz de romper os lipossomas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada, liberando o

farmaco, que podera entao ser avaliado quantitativamente.

Figura 6. Espectro de varredura do cetorolaco de trometamina em metanol

apresentando Amax 320nm.
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3.3. COMPRIMENTO DE ONDA DE MAXIMA ABSORCAO EM TAMPAO TRIS-HCI.

O pico de maxima absorgdo (Amax) do cetorolaco de trometamina, na
concentracdo de 20,66 pg/mL (5,49 x 10° M ) em Tris-HCI, 10 mM, pH 7,4, foi
obtido na regidao de 323 nm, conforme pode ser observado na figura 7. O coeficiente

de extingdo molar (equagao 2) encontrado para o cetorolaco de trometamina emTris-
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HCI foi de 20.535 M'em™. Como o caminho ético utilizado é sempre o mesmo, os
valores elevados de & para o cetorolaco de trometamina, tanto em metanol (menor
neste solvente) quanto em Tris-HCI indicam que o meétodo de deteccédo e

quantificacdo na regiao UV-Vis é bastante sensivel.

Figura 7. Espectro de varredura do cetorolaco de trometamina em Tris-HCI 10

mM pH 7,4 apresentando Amax 323nm.
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3.4. CURVA PADRAO DO CETOROLACO DE TROMETAMINA

3.4.1. Em tampao Tris-HCI

Para obtencgao da curva analitica do cetorolaco de trometamina em Tris-HCI 10
mM pH 7,4 foram realizadas determinacbes das absorbancias em ftriplicata por

espectrofotometria em 323 nm e calculados a média e o desvio padrao (Figura 8).
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Figura 8.- Curva padréo do cetorolaco de trometamina em Tris-HCl em 323 nm.
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A equacéo linear (1) representativa obtida para curva analitica da figura 8 é:
y= 0,06353x+ (-0,02011), onde y= Abs e x=[Ket] com r’= 0,99998.
Os resultados da figura 8 mostram que nos limites de concentragdo entre 0,5 a
30,0 pg/mL de farmaco, a curva padrao comporta-se de forma linear, seguindo a Lei
de Lambert-Beer. O coeficiente de determinagéo da reta (r?) proximo a 1 confirma
essa linearidade. Desse modo, torna-se possivel a analise quantitativa do farmaco

em tampao Tris-HCI por espectrometria na regiao UV-Vis em 323nm.

3.4.2. Em metanol.

Para obtencdo da curva analitica do cetorolaco de trometamina em metanol
foram realizadas determinagdes das absorbancias em triplicata por
espectrofotometria em 320 nm e calculados a média e o desvio padrao.

A curva padrao obtida em metanol (Figura 9) tem como objetivo possibilitar a
determinacdo da concentragcdo do cetorolaco de trometamina encapsulado nos

lipossomas.
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Figura 9. - Curva padréo do cetorolaco de trometamina em metanol em 320 nm.
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A equacao linear (1) representativa obtida para curva analitica da figura 9 é:

y=0,05187x+ (-0,01448), onde y= Abs e x=[Ket] com r’= 0.99969.

Os resultados da figura 9 mostram que nos limites de concentragao entre 0,5 a
30,0 pg/mL de farmaco a resposta da absorbancia em relagédo a concentragao foi
linear, seguindo a Lei de Lambert-Beer. O coeficiente de determinacdo da reta (r°)
proximo a 1 confirma essa linearidade. Desse modo, torna-se possivel a analise
quantitativa do farmaco em metanol por espectrometria na regido UV-Vis em 320

nm.
3.5. EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO

Nas figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15 estado representadas o perfil de eluicdo dos
lipossomas (410nm) e do farmaco nao encapsulado, nas diferentes concentragoes.
A eluicao dos lipossomas foi monitorada por espectrofotometria na regido UV-Vis no
comprimento de onda de 410 nm, enquanto para o cetorolaco a monitoragao foi

conduzida em 323 nm, regido de maxima absorg¢ao do farmaco (Figura 7)
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Na figura 10, onde o farmaco encontra-se na concentragdo de 6,64 mM,
observa-se que entre as amostras 8 e 30 coletadas havia presencga de lipossomas e
cetorolaco de trometamina, que possui didmetro maior do que o farmaco em
solugdo. Desse modo, a passagem pela coluna de separagdo € mais rapida, ja que
os lipossomas eluem entre as particulas de resina e ndo através delas. As amostras
coletadas em seguida apresentaram apenas a presencga do farmaco mostrando que
a separacao através da coluna foi eficiente. As ultimas amostras tiveram absorgao
muito préxima a zero evidenciando que todo farmaco adicionado na coluna foi
recuperado.

Figura 10. Perfil de eluicdo dos lipossomas carregados e do cetorolaco de
trometamina a 6,64mM. Lipossomas em 410nm e cetorolaco de trometamina

em 323nm.
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Nas figuras 11, 12 e 13, onde o farmaco encontra-se nas concentragdes de 13,
28 mM, 19,92mM e 26,57mM, respectivamente, observa-se que entre nas primeiras
amostras coletadas havia presenca de lipossomas e cetorolaco de trometamina.

Entre essas e as que continham apenas a presencga do farmaco houve aquelas que
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nao apresentaram absorcao sendo, portanto, apenas o eluente. Isso evidencia uma
separacao eficiente através da coluna.

Figura 11. Perfil de eluicdo dos lipossomas carregados e do cetorolaco de
trometamina a 13,28 mM. Lipossomas em 410nm e cetorolaco de trometamina

em 323nm.
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Figura 12. Perfil de eluigc&o dos lipossomas carregados e do cetorolaco de

trometamina a 19,92 mM. Lipossomas em 410nm e cetorolaco de trometamina

em 323nm.
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Figura 13. Perfil de eluicdo dos lipossomas carregados e do cetorolaco de

trometamina a 26,57 mM. Lipossomas em 410nm e cetorolaco de trometamina

em 323nm.
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Nas figuras 14 e 15, onde o farmaco encontra-se nas concentragdes de 33,21
mM e 39,85mM, respectivamente, o numero de amostras que continham apenas o
cetorolaco de trometamina em solugcdo foi maior, evidenciando que nessas
concentragbes o limite maximo de farmaco que consegue ser incorporado ao

sistema lipossomal ja havia sido atingido.

Figura 14. Perfil de eluicdo dos lipossomas carregados e do cetorolaco de
trometamina a 33,21 mM. Lipossomas em 410nm e cetorolaco de trometamina

em 323nm.
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Figura 15. Perfil de eluigc&do dos lipossomas carregados e do cetorolaco de

trometamina a 39,85 mM. Lipossomas em 410nm e cetorolaco de trometamina

em 323nm.
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Pela analise do perfil de eluicdo das amostras, as fragdes contendo lipossomas

carregados com farmaco foram reunidas e liofilizadas para determinagdo da

eficiéncia de encapsulacdo. A cromatografia de exclusdo em gel utilizando

Sephadex- G50 mostrou-se eficiente na separacdo do farmaco nido encapsulado e

lipossomas com farmaco.

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo foram realizados os

seguintes procedimentos:

- liofilizagédo das fragdes contendo lipossomas com farmaco, eluidas da coluna

de cromatografia;

- determinacéo da massa total do liofilizado;

- dissolugdo quantitativa da massa liofilizada para determinagdo do farmaco

encapsulado;
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- determinacédo da absorbancia das amostras contendo farmaco; utilizando-se
como branco os lipossomas isentos de farmaco submetidos ao mesmo tratamento;

- determinacdo da concentragao de cetorolaco de trometamina ( ug/mL) através
da equacao obtida na curva analitica do farmaco em metanol (Figura 7);

Uma vez determinada a massa de farmaco encapsulado pelos lipossomas (W),
calculou-se a eficiéncia de encapsulacao (EE) segundo Imura et al. (2002) como
mostrado na Equacao 3.

EE(%)= Massa de farmaco encapsulado nos lipossomas (W)
x100  (3)

Massa total de farmaco adicionada a dispersao

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulacédo de lipossomas contendo 20 mM de

FSH e diferentes concentracdes de cetorolaco de trometamina.

Composicéao da Massa Massa Eficiéncia de
Preparacéo de Adicionada Recuperada Encapsulacao
Lipossomas (mg) (mg) (%)
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 10,0 0,53 53
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 20,0 1,11 5,52
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 30,0 4,85 16,15
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 40,0 10,9 27,25
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 50,0 11,26 22,52
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 60,0 11,36 18,93

Na figura 16 é possivel verificar a correlagdo entre a concentragao de farmaco
adicionado e a concentracao recuperada. Ficou evidente que a relagdo molar que
produz a melhor eficiéncia de encapsulacao foi da ordem de 20:26 mM (Tabela 1),

aproximadamente 1:1.
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Figura 16. Correlacdo entre a concentracdo de farmaco adicionada e a
concentracdo recuperada em lipossomas de 20mM de FSH e diferentes

concentragdes de cetorolaco de trometamina.
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A figura 17 mostra que em quantidades superiores a 40 mg (26, 57 mM) de
cetorolaco de trometamina adicionado a preparacao, a eficiéncia de encapsulacao
torna-se cada vez menor, ja que a quantidade maxima de farmaco que o sistema
consegue encapsular ja foi alcangada, e portanto, quanto mais farmaco se adiciona
apos a saturacao do sistema, mais farmaco livre sera recuperado € menor sera a

eficiéncia de encapsulagao.
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Figura 17. Relagéo entre eficiéncia de encapsulgcédo (%) e Ket adicionado (mg).
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3.6. CONTROLE DA VARIACAO DE pH

Os valores de pH medidos durante todo esse estudo mantiveram-se constantes
em 7,0 nas formulacbes com concentragdes de cetorolaco de trometamina de: O;
6,64; 39,85 mM , ou com variagdes minimas, ndo superiores a 1, nas concentracoes
de: 13,28; 19,92, 26,57; 33,21 mM. Nao pode-se evidenciar o pH de 7,4 ja que
utilizou-se fitas e ndo um pHmetro para essa analise. Desse modo, pode-se dizer
que o tampao utilizado mostrou-se adequado, pois garantiu que o pH das

formulagdées com diferentes concentragdes do farmaco nao se alterasse.
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3.7. ESTUDO PREVIO DE ESTABILIDADE

Este estudo baseia-se na capacidade de espalhamento de luz provocado pela
variagao dos diametros dos lipossomas. Considerando que a estabilidade pode ser
relacionada com o aumento do didmetro (maior absorbancia), neste estudo a
estabilidade prévia dos lipossomas foi realizada monitorando-se a turbidez do meio
em 410nm. A concentracdo de 20mM de FSH foi escolhida pois ela confere a
preparacgao lipossomal uma turbidez adequada para essa analise. A figura 18 mostra
a variagdo da absorbancia derivada do espalhamento de luz provocado pelas

estruturas dos lipossomas em funcao do tempo.

Figura 18. Monitoramento da absorbancia derivada do espalhamento de
luz dos lipossomas contendo 20mM de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e

39,85 mM de cetorolaco de trometamina.
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A figura 18 mostra um perfil com aumento acentuado da absorbancia derivada
do espalhamento de luz das estruturas nos tempos iniciais do monitoramento
atingindo um patamar em aproximadamente 121 horas. Este aumento inicial da
absorbancia pode estar relacionado com o aumento inicial dos didametros dos
lipossomas, o qual atinge um estado de equilibrio a partir dos 121 horas do
monitoramento. Essas informagcdes sado importantes no estabelecimento do
protocolo da determinagdo direta dos didametros por light scattering, a qual foi
conduzida na préxima etapa dos estudos. Além disso, um estudo equivalente devera
ser realizado na auséncia do farmaco, para que seja possivel comparar a influéncia

deste sobre a estabilidade do sistema.

3.8. ESTUDO DE ESTABILIDADE

3.8.1. Estabilidade da estrutura fisica dos lipossomas

3.8.1.1. indice de refracéo

O indice de refracédo das preparacgdes de lipossomas foi determinado antes das
amostras serem submetidas a analise por espalhamento de luz. Foram realizadas
trés medidas de indice de refragcao para cada tipo de formulagcdo e das medidas foi
obtida a média.

A tabela 2 mostra as médias das medidas dos indices de refracao.
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Tabela 2. Valores dos indices de refracéo das formulagdes lipossomais

Composicao das Formulagdes indice de Refrac&o

FSH 20 Mm 1,336 + 0,001
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 1,336 + 0,001
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 1,335 + 0,001
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 1,336 + 0,001
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 1,335 + 0,001
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 1,337 £ 0,001
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 1,336 + 0,001

3.8.1.2. Didmetro médio dos lipossomas

Diametro e distribuicao do diametro sdo parametros essenciais para avaliar a
integridade de um sistema lipossomal, por isso € importante desenvolver um sistema
que tenha didmetro de particula conhecido, estreita distribuicdo de didametro e que
se mantenha estavel com o tempo. O Espalhamento Dinamico de Luz € uma das
técnicas mais utilizadas para fornecer o raio hidrodinAmico e a distribuicdo de
didmetro das vesiculas (indice de polidispersidade) de dispersdes lipossomais com
didmetro menor que 1 ym (HELDT et al., 2001; MULLER et al., 2004).

A tabela 3 mostra o resultado da analise do didmetro da preparagao
lipossomal vazia e nas concentracbes do farmaco de 6,64, 13,28, 19,92, 26,57,

33,21, 39,85 mM no tempo zero.



59

Tabela 3. Resultado das andlises realizadas por espalhamento dinamico
de luz no tempo Oh. A preparacdo foi diluida na proporgcdo de 1:10 (V/V) em

Tris- HCI 10 mM pH 7,4.

Diametro (nm)
Amostra Polidispersidade

Média (n =10)
FSH 20 mM 146,8 0,079
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 145,3 0,096
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 125,6 0,190
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 137,9 0,019
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 155,2 0,020
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 231,8 0,048
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 196,7 0,166

A tabela 4 mostra o resultado da analise do diametro da preparagao lipossomal
vazia e nas concentragdes do farmaco de 6,64, 13,28, 19,92, 26,57, 33,21, 39,85

mM apos 18h.
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Tabela 4. Resultado das andlises realizadas por espalhamento dinamico
de luz no tempo 18h. A preparacao foi diluida na proporcédo de 1:10 (V/V) em

Tris- HCI 10 mM pH 7,4.

Diametro (nm)
Amostra Polidispersidade

Média (n =10)
FSH 20 mM 186,0 0,089
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 154,6 0,038
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 146,3 0,071
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 175,2 0,030
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 164,1 0,058
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 247,3 0,041
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 199,7 0,039

A tabela 5 mostra o resultado da analise do didmetro da preparacao
lipossomal vazia e nas concentragbes do farmaco de 6,64, 13,28, 19,92, 26,57,

33,21, 39,85 mM apos 25h.
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Tabela 5. Resultado das andlises realizadas por espalhamento dinamico
de luz no tempo 25h. A preparacao foi diluida na proporcédo de 1:10 (V/V) em

Tris- HCI 10 mM pH 7,4.

Diametro (nm)
Amostra Polidispersidade

Média (n =10)
FSH 20 mM 232,6 0,150
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 203,7 0,039
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 192,7 0,041
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 223,2 0,049
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 174,6 0,054
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 257,6 0,012
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 213,9 0,044

A tabela 6 mostra o resultado da analise do diametro da preparagao lipossomal
vazia e nas concentra¢des do farmaco de 6,64, 13,28, 19,92, 26,57, 33,21, 39,85

mM apos 45h.
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Tabela 6. Resultado das andlises realizadas por espalhamento dinamico

de luz no tempo 45h. A preparacao foi diluida na proporcédo de 1:10 (V/V) em

Tris- HCI 10 mM pH 7,4.

Diametro (nm)

Amostra Polidispersidade
Média (n =10)
FSH 20 mM 188,1 0,045
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 191,4 0,005
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 176,1 0,022
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 197,5 0,018
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 173,3 0,09
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 219,6 0,08
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 176,5 0,011

A tabela 7 mostra o resultado da analise do diametro da preparagao lipossomal

vazia e nas concentragdes do farmaco de 6,64, 13,28, 19,92, 26,57, 33,21, 39,85

mM apos 70h.
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Tabela 7. Resultado das andlises realizadas por espalhamento dinamico
de luz no tempo 70h. A preparacao foi diluida na proporcédo de 1:10 (V/V) em

Tris- HCI 10 mM pH 7,4.

Diametro (nm)
Amostra Polidispersidade

Média (n =10)
FSH 20 mM 239,10 0,005
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 251,6 0,007
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 232,4 0,005
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 257,6 0,005
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 185,9 0,008
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 2440 0,005
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 237,0 0,005

A tabela 8 mostra o resultado da analise do diametro da preparagao lipossomal
vazia e nas concentragdes do farmaco de 6,64, 13,28, 19,92, 26,57, 33,21, 39,85

mM apo6s169h.
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Tabela 8. Resultado das andlises realizadas por espalhamento dinamico

de luz no tempo 169h. A preparacdo foi diluida na proporcédo de 1:10 (V/V) em

Tris- HCI 10 mM pH 7,4.

Diametro (nm)

Amostra Polidispersidade
Média (n =10)
FSH 20 mM 246,5 0,069
FSH: Ket (20: 6,64 mM) 298,8 0,005
FSH: Ket (20: 13,28 mM) 221,2 0,005
FSH: Ket (20: 19,92 mM) 251,1 0,034
FSH: Ket (20: 26,57 mM) 287,9 0,061
FSH: Ket (20: 33,21 mM) 381,9 0,005
FSH: Ket (20: 39,85 mM) 341,8 0,005

O indice de polidispersidade € a medida para a faixa de distribuicdo de

diametro de particulas (MULLER et al., 2004). Um indice de até 0,35 indica que a

populagao de lipossomas possui homogeneidade de tamanhos adequada.

Na figura 19 é possivel observar a evolugdo dos didmetros das particulas

lipossomais na presenga, em diferentes concentragdes, e na auséncia de farmaco.
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Figura 19. Diametro dos lipossomas em func¢ao do tempo.
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Figura 20. Diametro dos lipossomas nas diferentes concentracfes do Ket
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Foi possivel verificar que no tempo zero a encapsulacdo de diferentes
concentragdes de cetorolaco de trometamina aumenta o didmetro das estruturas
(Figura 20), demonstrando claramente que a presenca do farmaco influencia a
organizagédo da bicamada de fosfolipidios. Esse fenbmeno pode ser o resultado da
encapsulacdo de uma fracado do cetorolaco na regido da interface bicamada lipidica-
fase aquosa.

Dentro dos limites de até 7,5 mg/mL de Ket, ocorreu um aumento no didmetro
das estruturas em até aproximadamente 60 horas, com tendéncia a um valor
maximo nos tempos finais da avaliacao, revelando a estabilizacdo hidrodinadmica das
estruturas. Em contraposicéo, nas preparagdes contendo concentragcbes maiores de
farmaco observou-se um aumento crescente dos didmetros, indicando que nessas
condigdes o farmaco interfere significativamente na estabilidade da estrutura fisica
dos lipossomas. Entretanto, os limites de estabilidade fisica dos lipossomas com
relacdo ao farmaco incorporado, é suficiente para a obtencdo de efeito

antiinflamatorio local nos tecidos oculares.

3.8.2. Estudo de fotoestabilidade do cetorolaco de trometamina
As figuras 21 e 22 mostram o comportamento do cetorolaco de trometamina
lipossomal e em Tris- HCI 10 mM pH 7,4 na auséncia e presenga de luz,

respectivamente.
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Figura 21. Leituras em espectrofotdmetro na regido UV-Vis para

preparagcdes do cetorolaco de trometamina em lipossomas (320 nm) e solucao

de Tris-HCIl 10 mM pH 7,4 (323 nm) na auséncia de luz.
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Figura 22. Leituras em espectrofotdmetro na regido UV-Vis para
preparagdes do cetorolaco de trometamina em lipossomas (320 nm) e solucao

de Tris-HCI 10 mM pH 7,4 (323 nm) na presenca de luz.
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A variagado da absorbancia relativa ao conteudo de cetorolaco contra o tempo
de exposi¢cao mostrou-se muito pouco alterada nas amostras na auséncia de luz,
tanto para o farmaco em solugdo como para o lipossomal. Verificou-se uma
tendéncia dos valores acima do quadrante relativo ao valor obtido antes da
exposicao (tempo zero).

Nas amostras que foram expostas a luz ultravioleta pode-se notar uma maior
variagdo nas leituras estabelecidas. Junto a isso, os valores das absorbancias
apresentam a tendéncia de se localizar abaixo do quadrante relativo ao tempo zero,

indicando uma possivel alteracdo do cetorolaco em nossas condigdes
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experimentais. Essa variagdo sugere uma pequena fotossensibilidade do farmaco,
como descrito na farmacopéia americana (USP 32, 2009), entretanto ndo é possivel
inferir qualquer efeito protetor das estruturas dos lipossomas como um fotoprotetor
do farmaco ja que ambas as curvas apresentam o mesmo tipo padrao com relagéo a

variagao das absorbancias.

4. CONCLUSOES

v A formulagdo de lipossomas desenvolvida para a encapsulagdo do

cetorolaco de trometamina demonstrou ser adequada.

v" As medidas do raio hidrodinamico mostraram que as preparagdes sao

de boa qualidade e homogéneas.

v' As anadlises de SAXS mostraram que a encapsulagao do cetorolaco de
trometamina promoveu uma melhor estruturacédo do sistema, o que

podera levar a uma maior retencédo do farmaco no interior do lipossoma.

v' As formulagdes de lipossomas contendo cetorolaco de trometamina nao
apresentaram alteragdes relevantes, ja que o valor de pH encontra-se
dentro da faixa de seguranga. Um declinio mais acentuado do pH
poderia induzir modificacbes relativas nas forgcas eletrostaticas
facilitando a aproximagao dos lipossomas (pH entre 4,5 — 5,5).

v' Os dados da eficiéncia de encapsulagdo mostram que existe uma
interdependéncia entre a concentragdo de farmaco adicionada e a
concentracdo de farmaco recuperada com melhor valor em torno da
relacdo molar 1:1 entre o farmaco e a fosfatidilcolina.

v O estudo prévio de estabilidade mostrou que o aumento inicial da
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absorbancia pode estar relacionado com o aumento inicial dos didametros
dos lipossomas, e que esse atinge um estado de equilibrio
hidrodinamico a partir de 121 horas do monitoramento.

v' A estabilidade das estruturas dos lipossomas mostrou-se dependente da
concentracido de cetorolaco, atingindo equilibrio hidrodiamico em até 7,5
mg/mL e desestabilizando as estruturas acima dessa concentragao.

v Também pode-se concluir que o Ket possui estabilidade fotoquimica

suficiente para uso clinico.
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