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Resumo i

RESUMO

Administragdo subconjuntival tem sido utilizada para tratamento de patologias que
acometem 0s segmentos anterior e posterior dos olhos. Entretanto, ha dificuldade de se
manter niveis terapéuticos adequados de farmacos devido aos mecanismos fisioldgicos que
0s removem. Este tipo de administracdo possui algumas desvantagens, entre as quais 0
desconforto e o risco de lesdes causadas pela frequéncia das injecdes. A administracao
sisttmica requer doses elevadas para proporcionar efeito terapéutico, evidenciando a
toxicidade e provocando graves efeitos colaterais. A encapsulacdo de farmacos em
sistemas de liberagdo modificada, como os lipossomas, pode reduzir a toxicidade do
farmaco, através do prolongamento da liberacdo, proporcionando maior tempo de contato
entre o farmaco e os tecidos locais. Os lipossomas apresentam elevado grau de
biocompatibilidade e conseguem carrear e direcionar diferentes tipos de farmacos devido
as suas caracteristicas estruturais. Neste trabalho estudou-se a encapsulacdo do cloridrato
de ciprofloxacino (CIPRO) em lipossomas revestidos de &cido poli-lactico-co-glicolico
(PLGA) ou o copolimero termosensivel Pluronic® F127 (PLU). Lipossomas unilamelares
contendo 40 ou 50 mM de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FSH) foram preparados
por Evaporagdo em Fase Reversa (REV) seguida de sonicacdo. A eficiéncia de
encapsulacdo foi obtida a partir das fracdes contendo lipossomas carregados de CIPRO
separadas por cromatografia de exclusdo em gel de Sephadex G-50, e mostrou-se melhor
para as amostras contendo PLGA e maior concentragdo de CIPRO (5 mg/mL). A
determinacdo do diametro médio dos lipossomas foi realizada por espalhamento dindmico
de luz (Light Scattering) e demonstrou redu¢do no tamanho das estruturas quando PLGA
ou PLU estavam presentes nas preparacfes. A incorporacdo de CIPRO aos lipossomas
provocou aumento do tamanho das estruturas quando comparadas com as preparacfes

isentas de farmaco. Verificou-se que o aumento na concentracdo de farmaco provocou a

Luana Cardoso de Oliveira



Resumo ii

diminuicdo do didmetro médio dos lipossomas. Experimentos de liberacdo in vitro
mostraram que a liberagdo do CIPRO a partir dos lipossomas foi mais lenta em relacdo ao
CIPRO néo encapsulado. A liberagdo do CIPRO a partir de lipossomas revestidos com
PLGA mostrou que a liberacdo foi mais lenta em relagéo aos lipossomas néo revestidos.
Os resultados demonstram que as preparacdes de CIPRO em lipossomas revestidos com
PLGA ou PLU podem representar sistemas de liberacdo de farmacos antibioticos com
grande potencial de utilizacdo. O estudo de biodisponibilidade ocular demonstrou que
lipossomas revestidos com PLGA e PLU mantiveram a MICy de CIPRO para os
principais patégenos oculares por mais tempo que o CIPRO em solu¢do no humor aquoso,
quando administrados por via subconjuntival. Estes resultados demonstram que a
associacdo de PLGA e PLU com lipossomas pode ser utilizada como um eficiente sistema

de liberacdo ocular de farmacos.

PALAVRAS-CHAVE: lipossoma, ciprofloxacino, PLGA, pluronic
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ABSTRACT

Subconjunctival administration of drugs has been used for treatment of pathologies
that affect the anterior and posterior segment of the eyes. However, it is difficult to keep
drugs at adequate therapeutic levels due to their removal by physiological mechanisms.
This type of treatment presents some disadvantages, including discomfort and risk of
lesions caused by the frequency of injections. Besides, systemic administration requires
high doses to promote efficient therapeutic effect, which is evidenced by the toxicity and
severe side effects. Drug encapsulation in modified delivery systems, such as liposomes,
can reduce drug toxicity through extended release, permitting for longer time the contact
between the drug and the local tissues. Liposomes have high degree of biocompatibility
and due to their structural characteristics can carry and target drugs of different types and
sizes. In the present work we studied the encapsulation of ciprofloxacin hydrochloride
(CIPRO) in liposomes coated either by the poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA) or
thermosensitive copolymer Pluronic® F127 (PLU). Unilamellar liposomes containing 40 or
50 mM of hydrogenated soy phosphatidylcholine (FSH) were prepared by reverse phase
evaporation (REV) method, followed by sonication. Encapsulation efficiency was obtained
using fractions containing liposomes loaded with CIPRO, separated by exclusion
chromatography on Sephadex G-50 gel. Best encapsulation efficiency was obtained with
samples containing PLGA with CIPRO at a higher concentration (5 mg/mL). Liposome
medium diameter was determined by dynamic light scattering, and showed a size reduction
when either PLGA or PLU was present in the preparations. The incorporation of CIPRO
into the liposomes caused a size increasement of the structures when compared to
preparations lacking the drug. Nevertheless, increasing the drug concentration caused a
decrease of the liposome medium diameter. Experiments of in vitro release showed that the

liberation of CIPRO from the liposomes was slower when compared to not encapsulated
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CIPRO. The release of CIPRO from liposomes coated by PLGA showed that the liberation
was slower when compared to non-coated liposomes. The results show that liposome
preparations containing CIPRO and covered either by PLGA or PLU represent antibiotic
drug delivery systems with great possibilities. The bioavailability study shows that
liposomes covered by both PLGA and PLU maintained the MICq of CIPRO against the
main ocular pathogens for longer time than CIPRO solution in aqueous humor, when
subconjunctivally injected. These results demonstrate that the PLGA and PLU association

with liposomes can be used as an efficient ocular drug delivery system.

KEYWORDS: liposome, ciprofloxacin, PLGA, pluronic.
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ABREVIATURAS

Abs Absorbancia

AUC Area sob a curva

CIPRO Cloridrato de ciprofloxacino

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
DM Didmetro médio

EIV Vesicula obtida por injecdo de éter

EE Eficiéncia de encapsulagdo

Vesicle French Press

(vesiculas obtidas por extrusdo a pressdo elevada em

FPV
prensa de French)
FSH Fosfatidilcolina de soja hidrogenada
HA Humor aquoso
HV Humor vitreo
Lipossomas contendo FSH:PLGA:PLU na proporcéo
Lipo CIPRO
40:0,085:7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL
LUV Vesicula unilamelar grande
Concentracdo inibitéria minima para 90% de
MIC90 i :
microrganismos
MLV Vesicula multilamelar
PCS Espectroscopia de fotocorrelagdo
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REV

SUv

Tm
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Vesicula unilamelar
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Introducédo 1

INTRODUCAO

Inimeras doencas que afetam o segmento anterior do olho estdo relacionadas a
infeccOes pds transplante de cornea ou cirurgia de cataratas.

As infecgdes pos-operatorias constituem a principal causa de endoftalmites. Opcdes
para tratamento de infec¢bes bacterianas incluem a utilizagdo de antiinflamatorios,
corticosterdides associados ou ndo a antibioticos, aplicados por via tdpica, diretamente no
corpo vitreo, por via endovenosa (HUGHES et al., 2005) ou subconjuntival (ZAMIR et al.,
2002; BUZARD e LIAPIS, 2004).

O sucesso da farmacoterapia esta relacionado com a presenca do farmaco
apropriado no local de acdo em concentracdo adequada para o efeito terapéutico durante o
periodo de tempo necessario ao tratamento (MACHA, et al., 2003). Porém na tradicional
terapia ocular a biodisponibilidade dos farmacos aplicados topicamente € comprometida
por muitas limitacdes anatdmicas e fisiologicas incluindo rapida drenagem nasolacrimal,
baixa penetracdo corneal e exposicao sisttmica indesejada (MEISNER e MEZEI, 1995;
BOCHOT et al., 1998; YASUKAWA et al., 2004).

Injecdo subconjuntival é o modo mais direto para se alcancar niveis terapéuticos do
farmaco no humor aquoso (SOULI et al., 2001), além de evitar os efeitos adversos
associados com a administracdo sistémica (CHASTAIN, 2003). Porém, aplicacGes
repetidas causam desconforto no paciente e levam a ndo adesdo ao tratamento (OGURA,
2001).

A administracdo de lipossomas pela via subconjuntival tem sido investigada por
muitos grupos de pesquisadores. O principal objetivo desta pesquisa tem sido promover
terapia mais eficaz através do direcionamento para o sitio de acéo e prolongar a atividade
proporcionando altos niveis de fA&rmaco por um periodo de tempo maior no local de acéo

(MEISNER e MEZEI, 1995).
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Introducédo 2

Quase todas as classes de farmacos oftalmicos aplicados subconjuntivalmente tém
sido estudadas na forma lipossomal. O tempo de clearance de preparacfes lipossomais
administradas por via subconjuntival pode ser consideravelmente prolongado. Em estudos
realizados em animais, farmacos lipossomais foram detectados na cornea, esclera, retina e
coréide sete dias apds injecdo subconjuntival; este fato deve resultar em administracao
menos freqliente e aumento da adesdo ao tratamento.

Fluoroquinolonas s@o bem toleradas e apresentam um melhor perfil farmacologico
sobre outros antibioticos devido a sua absorcdo intraocular. Entre estes compostos,
ciprofloxacino é um dos antibidticos mais eficazes em relacdo ao espectro antibacteriano
(YALVAC et al., 2003).

Ciprofloxacino tem sido amplamente utilizado, por via tdpica, no tratamento e
profilaxia de infeccbes oculares (SNYDER-PERLMUTTER et al., 2000), tais como
conjuntivite bacteriana, assim como na maioria das infec¢bes graves como, por exemplo,
queratite bacteriana (HWANG, 2004). Entretanto, é fato conhecido, que quando
administrado por via tdpica, o ciprofloxacino ndo atinge a MICq para a maioria dos
patdgenos localizados no vitreo ndo sendo, portanto, eficiente para a terapia de
endoftalmites (YALVAC et al., 2003).

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos, tais como lipossomas,
nanoparticulas, implantes intra-oculares, entre outros, proporcionaram um grande avango
para a terapia em oftalmologia, promovendo, desta forma, novas alternativas para o
tratamento das patologias que acometem os olhos (LALLEMAND et al., 2003;
YASUKAWA et al., 2004; AYALASOMAYAJULA e KOMPELLA, 2005).

Vaérias estratégias tém sido exploradas visando a obtencdo de efeito prolongado de
farmacos no globo ocular, sendo a associagdo dos lipossomas com polimeros uma das

alternativas viaveis (OLIVEIRA et al., 2005).
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Introducédo 3

Polimeros termosensiveis como o poloxamer, conhecidos comercialmente como
Pluronic®, sdo blocos de copolimeros contendo duas unidades de polioxietileno
(hidrofilicas) intercaladas por uma unidade de polioxipropileno (hidrofébica) (IVANOVA
et al., 2000; SVINGEN et al., 2002; GU e ALEXANDRIDIS, 2004). Sdo biocompativeis e
apresentam-se em solucdo na temperatura ambiente; porém na temperatura do organismo
humano gelificam, tornando-se bioadesivos e dificultando a saida do farmaco, de modo a
prolongar o tempo de contato do farmaco com os tecidos locais.

O é&cido poli-lactico-co-glicolico (PLGA) é um polimero biocompativel, que, no
organismo, é hidrolisado liberando seus constituintes monoméricos, &cido lactico e
glicolico, os quais sdo metabolizados gerando gas carbdnico e agua, sendo eliminados na
urina (ALLEMANN et al, 1998; DORTA et al, 2002; YASUKAWA et al., 2004).

PLGA tem sido extensivamente aplicado como biomaterial em sistemas de
liberacdo de farmacos (RAMCHANDANI e ROBINSON, 1998; JAIN, 2000). Na area de
oftalmologia, tem sido utilizado com sucesso na obtencdo de sistemas particulados para
veiculacdo de antibidticos, incluindo o ciprofloxacino, no tratamento de infeccdes
(COLTHURST et al., 2000; OGURA, 2001; DILLEN et al., 2004).

Diante desses fatos, alternativas que contribuam para a melhoria do tratamento das
doencas oculares parecem ser de ébvia relevancia, pois certamente estardo relacionadas
com o0 aumento da eficiéncia terapéutica, minimizagéo dos efeitos colaterais e aumento do

conforto dos pacientes pela diminuigéo da frequéncia das aplicagdes.
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REVISAO DA LITERATURA

Atualmente a aplicagdo de farmacos na terapéutica e medicina preventiva estd
atrelada a sua a¢do indiscriminada e incapacidade de alcancar somente as areas que
precisam de tratamento. Apesar dos enormes avangos realizados na biologia molecular e
farmacologia nas ultimas duas décadas, o desenvolvimento de novos farmacos, mais
seletivos, € ainda muito caro, o processo incerto e longo.

Consequentemente, muita aten¢do tém sido focada numa abordagem alternativa,
nomeadamente o uso de sistemas de liberagcdo de farmacos, os quais se esperam otimizem
a acdo dos farmacos ja existentes, conferindo seletividade e redugdo dos efeitos adversos
(AGRAWAL e GUPTA, 2000). Esta necessidade surge primariamente devido as enormes
barreiras que uma molécula de farmaco deve sobrepor para alcancar seu local de agdo e
desempenhar seu papel terapéutico (KABANOV et al., 2002).

A liberagdo ocular de farmacos tem sido foco de numerosos estudos (DEL NOZAL
et al., 1996; LE BOURLAIS et al., 1995; BOCHOT et al., 1998; OGURA, 2001, HUGHES
et al., 2005), uma vez que o maior problema na terapéutica oftdlmica € atingir e manter
uma concentragdo eficaz e ndo toxica do farmaco no sitio alvo, por um periodo de tempo
prolongado (CALVO et al., 1997, NAGARSENKER et al., 1999; MONEM et al., 2000;
KAUR et al., 2004).

O olho humano ¢ dividido anatomicamente em segmento anterior, que inclui a
cornea, camara anterior, iris, cristalino e corpo ciliar, € em segmento posterior, constituido
pela esclera, cordide e retina, adjacentes a cavidade vitrea a qual € preenchida pelo corpo
vitreo (COLTHURST et al., 2000; OGURA, 2001, YASUKAWA et al., 2004).

As doengas do segmento anterior do olho podem ser devidas a heranga genética,

degeneragdes, traumas e infecgdes, € incluem ceratoconjuntivite sicca, catarata, ceratocone,
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glaucoma, conjuntivites, endoftalmites, queratites e uveites. Se ndo tratadas devidamente,

estas desordens podem levar a complicagdes, inclusive diminuicdo e até perda da visdo.
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Figura 1. Estrutura do olho (http//www.icat.ncsu.edu/projects/ retina/files/eye.gif,

30 de julho 2004).

A estrutura anatdmica e o processo de protecdo fisioldgica do olho exercem uma
forte defesa contra a absorcdo ocular de farmacos. Esta ¢ a razdo pela qual formas
farmacéuticas oculares convencionais exibem biodisponibilidade extremamente baixa
(BOCHOT, et al., 1998; COLTHURST et al., 2000).

A limitada absor¢do de farmacos nos tecidos oculares ¢ devida principalmente ao
mecanismo protetor da fisiologia ocular, tais como drenagem nasolacrimal, limitada
permeabilidade das membranas cérneas e turnover lacrimal (LI et al., 1987; LANG, 1995;
BOCHOT et al., 1998; DING, 1998; WEI et al., 2002; YASUKAWA et al., 2004).

Devido a estas limitagdes fisiologicas e anatdmicas, aproximadamente 1-10% da
dose ministrada alcanca os tecidos do segmento anterior do olho; subsequentemente,
somente uma fracdo da quantidade absorvida particionard para os tecidos do segmento
posterior (MEISNER e MEZEIL 1995), aproximadamente 1% ou menos da dose

inicialmente administrada (DING, 1998; KAUR et al., 2004); sendo que ocorre uma
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pequena duragdo do efeito ja que o tempo de permanéncia do farmaco no local de agdo ¢
muito curto (HANNA, 1980; LEE e ROBINSON, 1986; LE BOURLAIS et al., 1995;
MYLES et al., 2005).

Apenas uma reduzida quantidade do farmaco alcanga os olhos apds administracio
sist€émica, sendo que seria necessaria a administragdo de altas doses para se obter niveis
terapéuticos neste local (COLTHURST et al., 2000; OGURA, 2001) e, por essa razao, os
efeitos colaterais dos farmacos ficam bastante ressaltados (LI et al., 1987, GEROSKI e
EDELHAUSER, 2001; EL-KAMEL, 2002; YASUKAWA et al., 2004).

Lipossomas tém sido avaliados por sua capacidade em aumentar a absor¢do
corneal. Em geral, administragdo tdpica e subconjuntival tem sido preferida a
administragdo sistémica no tratamento do segmento anterior do olho devido sua a
habilidade em aumentar a especificidade de direcionamento, atravessar as barreiras
oculares e reduzir a toxicidade sist€émica (DAMII et al., 1998; EBRAHIM et al., 2005).
Apesar da administragdo local no tratamento do segmento anterior apresentar vantagens,
ela também ¢ associada a obstaculos especificos para penetragdo tecidual incluindo répida
remo¢do do filme pré-corneal, estreita jung¢do entre as células do epitélio corneal,
promovendo uma barreira efetiva contra a penetracdo da maioria dos agentes e baixa
penetracdo de compostos altamente hidrofobicos e hidrofilicos através do epitélio corneo e
estroma (KAUR e SMITH, 2002; KAWAKAMI et al., 2001).

Injecdo subconjuntival pode ser empregada para alcancar rapidamente
concentragdes mais altas de fArmaco no segmento anterior do olho (CHASTAIN, 2003).

Aplicagdes repetidas causam desconforto no paciente (OGURA, 2001) e levam a
ndo adesdo ao tratamento, causando assim, variacdes nos niveis terapéuticos do farmaco

(ANSEL et al., 1995; PRISTA et al., 1996).
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Administragdes freqiientes podem aumentar o risco de toxicidade do farmaco,
assim como seus efeitos colaterais (PATTON e FRANCOEUR, 1978; SALMINEM et al.,
1984), além de existir o risco de introdu¢do de uma infeccdo (COLTHURST et al., 2000).
Uma alternativa para direcionar inje¢des oftdlmicas ¢ o uso de sistemas de liberagdo
sustentados que manteriam os niveis terapéuticos do farmaco por periodos de tempo
maiores (COLTHURST et al., 2000).

Uma estratégia ¢ aumentar o tempo de permanéncia précorneal do fairmaco e/ou a
capacidade de penetragdo das substincias ativas através da utilizagdo dos sistemas
coloidais de liberacdo de farmacos, tais como nanoparticulas e lipossomas (LE

BOURLALIS et al., 1995; BOCHOT et al., 1998; OGURA, 2001).

1- LIPOSSOMAS

No come¢o da década de 1960, Alec Bangham descreveu como membranas
moleculares, fosfolipidios que interagiam com a 4gua para formar uma Unica estrutura
atualmente reconhecida como lipossomas (BANGHAM, 1974; LASIC et al., 1998).

Os sistemas coloidais de veiculagdo de farmacos, tais como lipossomas tém sido
empregados na area farmacéutica (ATTWOOD e FLORENCE, 1985; COUVREUR et al.,
1991; GREGORIADIS e¢ FLORENCE, 1993; OLIVEIRA et al.,, 1997), uma vez que
podem compartimentalizar os farmacos, modificando sua velocidade de liberagdo no meio
biologico (OLIVEIRA et al., 1997).

Lipossoma pode ser definido como uma estrutura que consiste de uma ou mais
camadas concéntricas ou bicamadas lipidicas separadas pela dgua e contendo um
compartimento aquoso central (LASIC et al., 1998; BAKKER-WOUDENBERG, 2002;
OLIVEIRA et al., 2005). Os fosfolipidios, geralmente fosfatidilcolina, sdo os componentes

mais comumente usados na formulagdo de lipossomas (OLIVEIRA et al., 1997, BOCHOT
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et al., 2000), pois constituem o principal componente estrutural das membranas bioldgicas

(GREGORIADIS E POSTE, 1988; OLIVEIRA et al., 1997).
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Figura 2. Representagdo esquematica de um lipossoma e sua bicamada lipidica
constituida por moléculas anfifilicas contendo uma cauda apolar e uma cabega polar
(http://cwx.prenhall.com/bookbind/pubbooks/mcmurrygob/medialib/media_portfolio/24.ht

ml, 18 de fevereiro de 2005).

Dentre os fosfolipidios mais utilizados na preparagdo de lipossomas estdo as
fosfatidilcolinas (GARBUZENKO et al., 2005), provavelmente devido a sua neutralidade
de cargas, inércia quimica e similaridade com as membranas biologicas. A fosfatidilcolina,
também conhecida como lecitina, pode ser obtida de fontes sintéticas ou naturais a partir
da gema de ovos e graos de soja (NEW, 1990).

A fosfatidilcolina hidrogenada ¢ obtida a partir da fosfatidilcolina através de um
processo de hidrogenacdo catalitica (LANG et al., 1990), a qual torna a molécula
inteiramente saturada, com uma temperatura de transicdo de fase (T,) de 52 °C.

Aumentando-se o grau de satura¢do do lipidio ocorre uma diminui¢do na hidratagdo da
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bicamada, sendo que os lipossomas mais estaveis existem quando a bicamada lipidica esta
firmemente empacotada e menos hidratada (GARBUZENKO et al., 2005).

A estabilidade da fosfatidilcolina hidrogenada frente a oxida¢do ¢ maior que a da
fosfatidilcolina devido a auséncia parcial ou total de acidos graxos polinsaturados (LANG
et al., 1990), os quais possuem papel fundamental no processo de peroxidacdo lipidica
caracterizado por reacdes em cadeia induzidas por diferentes fontes de radicais livres tais
como reacdes enzimadticas, irradiacdo ionizante e luz ultravioleta (STOJANOVIC et al.,
2001) que podem levar a desestabilizag¢ao do sistema. Em estudos de biocompatibilidade, o
uso deste fosfolipidio apresentou melhores resultados quando comparado a fosfatidilcolina
(FOONG et al., 1989).

Chou et al. (2003), estudaram o efeito da composicdo dos lipossomas na
estabilidade do pré-farmaco anti-tumoral irinotecan e verificaram que lipossomas
compostos por lipideos com alta T,, como a fosfatidilcolina de soja hidrogenada,
apresentaram maior estabilidade que lipossomas formados por lipideos com T, mais baixa.

Imura et al. (2002), obtiveram melhor eficiéncia de encapsulacdo para farmaco
hidrossolivel quando utilizaram apenas fosfatidilcolina de soja hidrogenada como
fosfolipidio estrutural ao invés de outras misturas lipidicas.

Lipossomas constituidos de fosfatidilcolina de soja hidrogenada foram capazes de
melhorar grandemente a fotoestabilidade da tretinoina, aumentando em 25 vezes o seu
tempo de meia vida. A elevada fotoprotecdo oferecida pela fosfatidilcolina de soja
hidrogenada ¢ resultado da alta estabilidade destas vesiculas que possuem uma alta T, e
consequentemente possuem mondmeros com fungdes éster menos reativas do que a
fosfatidilcolina de soja (MANCONI et al., 2003).

Al-Muhammed et al. (1996) ao estudar a aplicagdo intraocular de lipossomas

carregados com dexametasona verificaram que os niveis do farmaco mantiveram-se em
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altas concentrag¢des nos tecidos oculares de coelhos por mais de quatro horas e levantaram
a possibilidade de que os fosfolipidios saturados dos lipossomas pudessem protegé-los das
lisozimas da lagrima e das estearases, resultando em maior biodisponibilidade.

Em funcdo da sua estrutura, lipossomas sdo capazes de encapsular substancias
hidrofilicas, no seu interior aquoso, ¢ substancias lipofilicas na bicamada lipidica
(ATTWOOD e FLORENCE, 1985; LOPES e OLIVEIRA, 2000; IMURA et al., 2002;
LOPES et al., 2004; EBRAHIM et al., 2005), ¢ agem como um transportador do tipo

reservatorio (YASUKAWA et al., 2004).
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Figura 3. Estrutura de um lipossoma unilamelar (adaptado de

http//www.drugs.com/PDR/images/73/20020001.jpg, 29 de julho de 2004).

Terapeuticamente, lipossomas apresentam uma ampla variedade de aplicagdes,
incluindo o transporte de enzimas, antibidticos, antivirais, quimioterapicos, vacinas € na
terapia génica (GREGORIADIS, 1993; MAURER, et al. 1998; EBRAHIM et al., 2005).

As vantagens da libera¢do de farmacos a partir de lipossomas incluem diminuig¢do
do pico de concentracdo resultando em toxicidade diminuida, direcionamento para os

tecidos alvo aumentando-se a disponibilidade do farmaco no sitio de a¢do e diminuindo-se

Luana Cardoso de Oliveira



Revisdo da Literatura 11

a toxicidade nos tecidos sadios (BAKKER-WOUDENBERG, 2002; PINTO-
ALPHANDARY et al., 2000), menor frequéncia de aplica¢do e direcionamento passivo

para o sistema fagocitico mononuclear (EBRAIM et al., 2005).

1.1- Preparagdo de lipossomas

Os procedimentos para obtencdo de lipossomas podem ser generalizados e
divididos em trés estdgios: no primeiro o material lipidico ¢ dissolvido em solvente
organico adequado; posteriormente o filme (ou pd) lipidico é formado por remog¢do do
solvente organico através de evaporacgdo, sublimagdo ou secagem. Na segunda etapa a fase
lipidica ¢ hidratada por dispersdo em meio aquoso sob agitacdo. Neste estagio formam-se
vesiculas com tamanho e forma heterogéneos. A terceira etapa & facultativa e visa a
obtencdo de vesiculas mais homogéneas através de procedimentos complementares como
fragmentagdo mecanica por ultrassom, passagem através de filtros ou microfluidizagao
(VILLANOVA e CONSIGLIERE, 2000).

Os métodos de preparagdo de lipossomas podem ser classificados em trés
categorias:

- Dispersdo de duas fases. Aqui estdo incluidos os métodos baseados em solventes,
como inje¢do de etanol, injecdo de éter (EIV) ou evaporagdo em fase reversa (REV). Estes
métodos iniciam-se com a preparagdo da solugdo lipidica em solventes organicos, que s2o
posteriormente removidos por evaporagdo sendo, finalmente, convertidos em dispersdes
lipossomais (NEW, 1990).

- Solubilizacdo em detergente. Nesta categoria estdo presentes os métodos baseados
em intermediarios de misturas micelares, como as técnicas de remocao de detergente. Estes
se iniciam com misturas de micelas constituidas de lipidios e detergentes que, depois de

removidos, formam os lipossomas (NEW, 1990).
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- Métodos mecanicos. A producdo de vesiculas ¢ realizada por ultrassonicagio,

microfluidizacdo, homogeneizacdo e extrusio por filtragdio (NEW, 1990).

1.2- Classificacdo dos lipossomas

A nomenclatura para os lipossomas descrita na literatura pode ser confusa, uma vez
que estes podem ser classificados em fun¢do do nimero de bicamadas, método de
preparacgdo ou pelo tamanho (LASIC et al., 1998).

O tipo de vesicula a ser obtida pode variar quanto ao tamanho e numero de
bicamadas lipidicas e depende, fundamentalmente, do método de preparo (VILLANOVA e
CONSIGLIERE, 2000).

A descri¢cdo mais comumente utilizada ¢ aquela baseada no tamanho e lamelaridade
da vesicula (VEMURI e RHODES, 1995).

Hé lipossomas de diferentes tamanhos e morfologia: pequenos (20-80 nm de
diametro) ou grandes (80-1000 nm), vesiculas unilamelares (ULV) pequenas ou grandes
(SUV’s e LUV’s respectivamente) e vesiculas multilamelares (100-4000 nm — MLV’s)
(BOCHOT et al., 2000; YASUKAWA et al., 2004; EBRAHIM et al., 2005).

Quando lipossomas sdo obtidos segundo o método de Bangham a populagdo de
vesiculas ¢ bastante heterogénea e verifica-se a presenca de MLV’s e ULV’s. De maneira
geral, a mistura fosfolipidica ou os fosfolipidios sdo dissolvidos em solvente orgénico
apropriado, que, ao ser removido, provoca a deposi¢cdo do filme lipidico nas paredes do
baldo de fundo redondo. Em seguida, excesso de solucdo aquosa ¢ adicionado e os
lipossomas se formam mediante agitacdo. Diferencas no processo de agita¢do, tempo de
hidratacdo, espessura do filme lipidico levam a heterogeneidade destas vesiculas

(VILLANOVA e CONSIGLIERE, 2000).
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Para reduzir o tamanho de MLV’s pode-se submeter a preparacdo lipossomica a
altos niveis de energia como a exposi¢do a irradia¢do ultrassonica por meio de sondas ou
banhos de ultrassom (NEW, 1990). A conversdo de MLV’s em SUV’s também pode ser
conseguida apds a passagem da suspensdo de lipossomas por um orificio sob pressdo
elevada. Este método ¢ conhecido por French Press (FPV) e para se obter uma maior
homogeneidade de tamanho o ciclo de passagem deve ser repetido varias vezes (VEMURI
e RHODES, 1995).

Outras técnicas empregadas sdo a injecdo de solventes como éter ou etanol (LASIC
et al., 1998; BATZRI e KORN, 1973) e a vaporizacdo com éter (LASIC et al., 1998;
DEAMER ¢ BANGHAM, 1976).

Os lipossomas podem ainda ser classificados em lipossomas cldssicos ou

convencionais ¢ lipossomas estericamente estabilizados (LASIC et al., 1998), também
conhecidos como Stealth®™ liposomes.

Lipossomas convencionais, quando administrados in Vvivo, sdo rapidamente
capturados pelas células fagociticas do sistema reticuloendotelial e retirados da circulagio
(BAKKER-WOUDENBERG, 2002; AGRAWAL e GUPTA, 2000; WOODLE, 1998).
Esta tendéncia inerente aos lipossomas pode ser explorada para transportar antibidticos no
tratamento de infec¢des intracelulares que residem no sistema reticuloendotelial, que
frequentemente ¢ o local onde os patdgenos intracelulares se localizam (SMITH, 2005;
BAKKER-WOUDENBERG, 2002; AGRAWAL e GUPTA, 2000; PINTO-
ALPHANDARY et al., 2000; MAURER et al., 1998).

Ao contrario, a superficie dos lipossomas estericamente estabilizados ¢
intencionalmente modificada através de ligagdo com polimeros para evitar o processo de

opsonizagdo e aumentar seu tempo de circulagdo sistémica (PINTO-ALPHANDARY, et

Luana Cardoso de Oliveira



Revisdo da Literatura 14

al., 2000) e/ou para o direcionamento para células ou tecidos especificos, como, por

exemplo no tratamento de canceres e na terapia génica (IMURA et al., 2003).

1.3- Caracterizag@o dos lipossomas

Alterando-se a composi¢do e/ou método de preparo, as propriedades intrinsecas dos
lipossomas (morfologia, estrutura e funcionalidade) sdo modificadas. (AGRAWAL e
GUPTA, 2000; EBRAHIM, 2005; GOMEZ-HENS ¢ FERNANDEZ-ROMERO, 2005). A
rigorosa caracterizagdo estrutural das preparacdes lipossomicas para aplicacdo como
sistemas transportadores de farmacos ¢ necessdria uma vez que modificagdes na estrutura
podem levar a diferentes comportamentos in vitro e in vivo (LIMA, 1998).

Os parametros envolvidos na caracterizagdo de lipossomas podem ser classificados
em trés categorias (GOMEZ-HENS e FERNANDEZ-ROMERO, 2005):

e Morfologia (tamanho, lamelaridade, estabilidade, distribui¢do de tamanho,
carga elétrica do lipossoma);

e Organizacdo da estrutura (permeabilidade e fluidez);

e Funcionalidade (eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade, reatividade e
capacidade de fusdo).

O numero de lamelas afeta ndo somente a eficiéncia de encapsulagdo, mas também
a liberacdo do farmaco, ja que este tem de atravessar mais barreiras no caso de MLV’s e,
portanto, a velocidade de liberacdo seria menor quando comparada a ULV’s. A
determinagdo do numero de lamelas pode ser feita por diversas técnicas como a
ressonancia magnética nuclear (RMN), raios X, microscopia eletronica, microscopia
eletronica de criofratura (JOUSMA et al. 1987; PUGLISI et al., 1995), espalhamento de
raio-X a baixo angulo (SAXS) (BOUWSTRA et al., 1993; MULLER et al., 2004), entre

outras.
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O tamanho das vesiculas bem como a sua distribui¢do de tamanho é de grande
relevancia, pois afeta de forma direta a biodistribuicdo e o tempo de circulagdo dos
lipossomas, assim como seu processo de captura pelas células do sistema reticuloendotelial
(VILLANOVA e CONSIGLIERE, 2000). Além disso, para inje¢do intravenosa tamanho ¢
um parametro crucial, sendo que as particulas ndo devem exceder 5 um. Para dispersdes
lipossomais com um didmetro médio d < 1 pm uma variedade de técnicas sdo aplicadas
para determinag¢do do tamanho, entre estas a espectroscopia de fotocorrelagdo ¢ um dos
métodos mais utilizados (MULLER et al., 2004; GOMEZ-HENS ¢ FERNANDEZ-
ROMERO, 2005).

Segundo Lima (1998) a eficiéncia de encapsulagdo, também chamada de
porcentagem ou taxa de encapsulag@o pode ser expressa de varias maneiras:

- A porcentagem ou taxa de encapsulagcdo que corresponde a propor¢do de farmaco
incorporada aos lipossomas em relagdo a quantidade inicialmente encontrada no meio;

- A massa de farmaco encapsulado por unidade de massa lipidica que corresponde a
quantidade de fairmaco encapsulado (pg/mol ou pg/mg);

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

A separacdo de compostos ndo encapsulados da dispersdo lipossomica ¢,
geralmente, fator critico na quantificacdo do farmaco encapsulado. As técnicas de
separacdo mais comuns s3o a didlise, cromatografia de exclusdo por tamanho e

centrifugacdo (VILLANOVA e CONSIGLIERE, 2000).

1.4- Esterilizag@o das preparagdes de lipossomas
A produgdo de lipossomas sob condi¢des assépticas ¢ possivel, mas complexa e

demorada, por isso geralmente se recorre a esterilizagdo das preparagdes; porém no
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processo de esterilizagdo o tamanho das vesiculas e a composi¢do devem permanecer
inalterados.

Na autoclavagem a exigéncia de temperaturas elevadas pode levar a
desestabilizacdo das vesiculas (MEISNER e MEZEI, 1995). J4 o emprego da radiagdo vy
provoca hidrélise e aceleracdo da peroxidacdo lipidica (VILLANOVA e CONSIGLIERE,
2000).

Os métodos mais adequados para esterilizagdo e que mantém a estabilidade dos
lipossomas sdo a filtragdo e a exposi¢do das preparagdes liofilizadas a agentes quimicos
como o 6xido de etileno. Contudo, estes métodos também apresentam algumas limitagdes,
sendo que a filtragdo ndo ¢é aplicavel para lipossomas cujo didmetro seja superior a 0,2 pm
(MEISNER e MEZEIL 1995) e residuos de oxido de etileno podem permanecer na
preparagdo devido a remog¢do incompleta (SHARMA e SHARMA, 1997). O procedimento
de filtragdo, apesar de impor limites ao tamanho, parece ser o mais viavel por ndo ser

destrutivo e ndo haver perdas de material encapsulado (VEMURIS e RHODES, 1995).

1.5- Lipossomas e liberacdo ocular de farmacos

Muitas pesquisas tém demonstrado que lipossomas usados como sistema de
liberacdo ocular, podem proporcionar aumento da eficacia, reduzida toxicidade e atividade
prolongada (BOCHOT, et al., 1998).

Lipossomas podem oferecer vantagens na terapia de patologias oculares porque
podem ser injetados (YASUKAWA et al., 2004) e tém sido usados para tratar desordens
dos segmentos anterior e posterior do olho, incluindo uveites, endoftalmites e
vitreoretinopatia proliferativa (EBRAHIM et al., 2005).

Aplicagdes lipossomais no segmento posterior dos olhos incluem implantes, inje¢ao

intravitrea e subconjuntival (EBRAHIM et al., 2005).
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Sabe-se que inje¢des subconjuntivais de esterdides alcancam altos niveis de
concentragdes intravitreais, mas muitos antibidticos administrados por esta via ndo
alcangam niveis terapéuticos (MARRAKCHI-BENJAAFAR et al., 1995).

Hirnle et al. (1991) verificaram através de estudos in vivo que depois de injecao
subconjuntival farmacos lipossomais sdo detectaveis na cornea, esclera, retina e cordide
em até sete dias apds a aplicagao.

Um aumento estatisticamente significante na concentracdo corneal de gentamicina,
apds inje¢do subconjuntival em coelhos, foi reportada por Barza et al. (1984) quando
comparou o farmaco lipossomal com o farmaco livre. Além disso, a forma lipossomal
produziu niveis de farmaco mais altos na esclera e cornea 24 horas apds a administragdo,
levando os autores a concluirem que a encapsulagdo em lipossomas prolonga o efeito de
antibidticos administrados por injecdo subconjuntival.

Através de estudos in vitro e in vivo Lin et al. (1996) demonstraram que
norfloxacino encapsulado em lipossomas acumulou na cérnea em concentragdes maiores
que o farmaco livre, mas a difusdo através da cornea foi mais lenta.

Lipossomas ndo apenas podem proporcionar acdo prolongada na superficie da
cornea, como também promovem liberagdo ocular controlada pelo impedimento do
metabolismo dos farmacos pelas enzimas presentes, além de facilitar o transporte do
farmaco através das membranas celulares, funcionando assim como bons transportadores
de farmacos (KAUR, et al., 2004; LI et al., 1987).

A encapsulag@o de farmacos em lipossomas tem demonstrado reduzir a toxicidade,
proporcionar solubilidade no plasma, aumentar a permeabilidade através das barreiras
teciduais, prolongar a liberagdo e, em alguns casos, promover o direcionamento a 6rgaos

especificos (ZEIMER e GOLDBERG, 2001; BOCHOT et al., 2000).
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Preparagdes de lipossomas tém sido desenvolvidas para uso oftdlmico, ndo somente
para prolongar o tempo de contato do veiculo na superficie ocular, mas a0 mesmo tempo

diminuir a eliminac¢do do farmaco (EL-KAMEL, 2002).

2- PLURONIC® F127

Os lipossomas funcionais t€ém se mostrado eficaz como sistema de liberagdo de
farmacos. Quando associados a polimeros termosensiveis (BOCHOT et al., 1998; KONO
et al., 1999; CHANDAROY et al., 2001), sdo submetidos ao aumento da viscosidade do
meio dispersante proporcionando melhor adesdo e, portanto, aumentando o tempo de
permanéncia do farmaco na superficie dos tecidos (LEE e ROBINSON, 1986; KONO et
al., 1999; CHANDAROY et al., 2001).

Muitos sistemas de liberagdo controlada tém sido preparados usando polimeros
biodegradaveis como transportadores para liberacdo de agentes farmacéuticos de varios
tipos, incluindo antimicrobianos, farmacos anticancer, esteréides e muitos outros agentes
terapéuticos (DORTA et al, 2002).

Segundo Kabanov et al. (2002) polimeros sdo moléculas que podem transpor
multiplos problemas tais como solubilidade, estabilidade, permeabilidade e podem
controlar e sustentar a liberacdo de farmacos no seu local de acdo. Esses polimeros podem
ser termosensiveis € na temperatura ambiente suas solu¢des aquosas sdo menos viscosas do
que na temperatura fisiolégica, na qual formam um gel viscoso, sendo, assim, uma
excelente opgdo para liberacdo prolongada em oftalmologia (LE BOURLALIS et al., 1995;
CHANDAROY et al, 2002; WEI et al., 2002; RUEL-GARIEPY ¢ LEROUX, 2004).

Os Poloxamers (Pluronic®), sdo triblocos de copolimeros constituidos por duas
moléculas de polioxietileno (POE) e uma molécula de polioxipropileno (POP). O

grupamento POP hidrofébico liga os dois grupamentos POE hidrofilicos (CHANDAROY

Luana Cardoso de Oliveira



Revisdo da Literatura 19

et al., 2002; EL-KAMEL, 2002; DESNOYER ¢ MCHUGH, 2003; OH et al., 2004), sendo
que Pluronic® F127 possui formula molecular (EO);o6(PO)70(EO)06. Sd0 ndo idnicos
(JEONG et al., 2002) e apresentam alta solubilidade e biocompatibilidade (VEYRIES et

al., 1999; MORISHITA et al., 2001).

GK{'\/“]\L/J\DH’\/ O‘kH

Figura 4. Formula geral dos Pluronics representada por PEO,-POP,-POE;.

As solugdes aquosas de Pluronic” sdo atoxicas e estaveis, por isso sdo adequadas
para a utilizagdo em produtos injetaveis (JOHNSTON e MILLER, 1985; GARCIA
SAGRADO et al., 1994; VEYRIES et al., 1999). Solu¢des de Pluronic® F127 apresentam
caracteristicas reoldgicas de termosensibilidade (SCHMOLKA, 1972), de forma que na
temperatura abaixo da sua temperatura micelar critica (TMC) (11 °C), a solug¢do aquosa a
30% ¢ um liquido e suas moléculas comportam-se como copolimeros individuais (nio
associados), denominados mondémeros. Porém, acima da TMC o polimero torna-se mais
hidrofobico devido a formagdo de micelas que se arranjam em uma configuragdo cubica de
face-centrada modificando assim a conformac¢do das moléculas e criando um estado gel.
Estes fatores influenciam diretamente na liberagdo de farmacos (CHANDAROY et al.,
2002; JEONG et al., 2002; SVINGEN et al., 2002; OH et al., 2004).

A temperatura de transicdo sol-gel depende fortemente da concentracdo de
Pluronic® F127 (EDSMAN et al., 1998; WEI et al., 2002; JEONG et al., 2002) e pode ser

alterada por sais (WEI et al., 2002; PANDIT e KISAKA, 1996).
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Formulag¢des contendo poloxamer geralmente aumentam o tempo de permanéncia
do farmaco nos sitios de aplicagdo, resultando em biodisponibilidade e eficacia melhorada
(RUEL-GARIEPY e LEROUX, 2004).

Estudos realizados em nosso laboratério mostram que lipossomas formados de
fosfatidilcolina de soja e o copolimero Pluronic® F127 sdo capazes de prolongar a
liberagdo da vancomicina e que o efeito observado € proporcional a concentracdo de
polimero utilizada (GASPAR, 2003). Resultados mais recentes t€ém mostrado que a
liberagdo intravitreal da vancomicina utilizando lipossomas de fosfatidilcolina de soja e
Pluronic® F127 pode ser sustentada por cerca de uma semana, mantendo concentragdes

ativas da vancomicina (WANCZINSKI, 2005).

3-PLGA
O é4cido poli lactico co-glicolico (PLGA) é um poliéster alifatico, copolimero
sintético derivado do 4cido lactico e 4cido glicélico (KIBBE, 2000) e possui caracteristicas

hidrofébicas (YASUKAWA et al., 2004).
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Figura 5. Estrutura quimica do PLGA. “x” representa acido lactico e “y”, acido

glicolico (YASUKAWA et al., 2004).

A administracdo de fArmacos através de sistemas que utilizam o polimero PLGA
tem gerado imenso interesse devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade e por

1sso sdo aprovados pelo FDA para uso em sistemas de liberacdo de farmacos (JAIN, 2000).
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Nas condig¢des fisiologicas sdo degradados por hidrélise liberando acido lactico e acido
glicolico, que por sua vez sdo metabolizados em gas carbonico e dgua e eliminados através
do ciclo de krebs e na urina (ALLEMANN et al, 1998; DORTA et al, 2002; YASUKAWA
et al., 2004).

Polimeros biodegradaveis tém sido utilizados para revestir a superficie de
lipossomas, aumentando assim sua estabilidade in vivo, prolongando o tempo de circulagdo
sanguinea devido a menor captura pelas células fagociticas do sistema reticuloendotelial,
além de aumentar a eficiéncia de encapsulagdo (BAKKER-WOUDENBERG, 2002; FENG
et al., 2004).

Lipossomas estericamente estabilizados através do revestimento com polimeros
biodegradaveis, como polietilenoglicol, tém sido usados com sucesso para liberagdo de
agentes anticancer (GABIZON et al., 1995; GABIZON et al., 1997; FENG et al., 2003),
antinflamatérios (KONDURI et al., 2003), antibidticos (KONOPKA et al., 1999; PINTO-
ALPHANDARY et al., 2000), entre outros.

Takeuchi et al. (1999) verificaram que polimeros que possuem uma cauda
hidrofébica sdo apropriados para modificar a superficie de lipossomas consequentemente
melhorando a estabilidade das vesiculas na circulacdo sanguinea.

Com base nestes fatos podemos inferir que o revestimento de lipossomas com
polimeros biodegradaveis como PLGA pode ser interessante para obtencdo de um sistema
estericamente estabilizado. Além disso, existe um potencial para aplicacdo no tratamento
de doencgas oculares, uma vez que a literatura tem relatado bons resultados da aplicagdo de
PLGA em sistemas de liberagdo para uso oftadlmico tais como implantes, microparticulas e
nanocapsulas (COLTHURST et al., 2000, OGURA, 2001; LALLEMAND et al., 2003;

AYALASOMAYAJULA e KOMPELLA, 2005).
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4- CIPROFLOXACINO

O ciprofloxacino (figura 6) ¢ um antibidtico do grupo das quinolonas, mais
especificamente das 6-fluoroquinolonas, com peso molecular de 331,34 (BRITISH
PHARMACOPEIA, 2001; O’NEIL, 2001; SWEEYTMAN, 2002; USP, 2003). A molécula
de ciprofloxacino apresenta dois valores de pKa, 6,0 e 8,8, para o grupamento carboxila e

amina respectivamente (MONTERO et al., 1996; MAURER et al., 1998).

Figura 6. Estrutura quimica do ciprofloxacino (MAURER et al, 1998).

Quinolonas sdo um grupo de agentes antibacterianos derivados pela modificagdo
sistematica do acido nalidixico. Entre eles 6-fluoroquinolones (6-FQs), tendo um
substituinte fluorine na posi¢do C-6, foram o foco da pesquisa em muitos campos por
causa de sua eficiéncia terapéutica. As propriedades fisico-quimicas das 6-FQs foram
estudadas extensivamente. O seu mecanismo de agdo envolve a inibicdo de enzimas DNA-
girases e topoisomerase IV intracelulares (SMITH et al., 2001). Entretanto, como uma
primeira hipdtese, seu largo espectro de acdo parece ser devido a sua habilidade de
atravessar envelopes bacterianos e membranas citoplasmaticas (PUGLISI et al., 1995).

Ciprofloxacino, acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-
quinolona carboxilico é provavelmente um dos compostos mais estudados e poderia ser

considerado como o paradigma do grupo (SMITH et al., 2001). E um antibi6tico potente e
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de amplo espectro, e tem boa atividade antibacteriana contra bactérias gram negativas
(PINTO-ALPHANDARY et al., 2000) e gram positivas (MAURER et al., 1998;
HERNANDEZ-BORREL, 2003; WONG et al., 2003; YANG et al, 2003).

Ciprofloxacino tem demonstrado atividade in Vvitro contra espécies de
Staphylococcus e Bacillus e para a maioria dos microrganismos incluindo espécies de
Pseudomonas. Além disso, tem sido sugerido como um possivel agente no tratamento ¢
prevencdo de endoftalmites (OZTURK et al., 2000).

No tratamento de endoftalmites had razoavel penetragdo de fluoroquinolonas
sistémicas no vitreo, mas concentragdes suficientemente altas para alcangar a concentragio
inibitoria minima para 90% (MICyy) de todos os microrganismos isolados importantes
podem ndo ser garantidas (SMITH et al., 2001), pois mesmo depois de inje¢do intravitreal
a meia vida de eliminac¢do do ciprofloxacino ¢ de apenas 2,2 horas (WIECHENS et al.,
1998).

Melhora da eficdcia terapéutica de agentes antimicrobianos encapsulados em
lipossomas tem sido reportada na literatura, sendo que o encapsulamento de
fluoroquinolonas em lipossomas pode ser de interesse terapéutico (PUGLISI et al., 1995).

Para prolongar a biodisponibilidade intraocular de ciprofloxacino, Wiechens et al.
(1998) incorporaram o antibidtico em lipossomas e observaram que os niveis intravitreais
permaneceram acima da MICy, para os patdégenos mais comuns que causam endoftalmite,
mesmo apds 3 dias.

Wong et al. (2003) demonstraram que lipossomas encapsulados com ciprofloxacino
sdo agentes antimicrobianos promissores para o tratamento de infec¢des causadas por
patogenos intracelulares.

Uma vez que um relativo ressurgimento de organismos antibidtico-resistentes tem

ocorrido na ultima década, os pesquisadores depararam-se com novos desafios em
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encontrar um tratamento de sucesso para doencgas infecciosas (ROTH e FLYNN-JR, 1997).
Acredita-se que o tratamento com lipossomas em doengas infecciosas, especialmente com
uso de antivirais, pode diminuir a incidéncia de resisténcia (HARRIS et al., 2001;
EBRAHIM et al. 2005).

Para entender se novos sistemas de liberagdo de farmacos podem vencer a
resisténcia aos antibioticos, ¢ importante observar a resisténcia no contexto clinico. Pode
ser que uma diminuicdo na suscetibilidade ndo signifique necessariamente faléncia clinica
se antibidtico suficiente puder ser direcionado para a infecgdo. Infelizmente, um cendrio
diferente prevalece na clinica onde o tratamento falha ao contrario da sensibilidade ao
antibidtico nos testes laboratoriais. Em outras palavras, faléncia clinica ¢ frequentemente
devido, ndo a infeccdes com mecanismos de defesa resultando num alto nivel de
resisténcia bacteriana, mas muito as bactérias que sdo fenotipicamente resistentes in vivo
(SMITH, 2005). Pela encapsulacdo do antibidtico em transportadores coloidais, como
lipossomas, espera-se liberacdo melhorada para as células infectadas (PINTO-

ALPHANDARY et al., 2000).

Desta maneira, torna-se relevante o estudo de um sistema, como os lipossomas, que
possa prolongar a liberag¢do do cloridrato de ciprofloxacino, reduzindo os efeitos colaterais
e a frequéncia das administragdes, aumentando, consequentemente, a adesdo do paciente

ao tratamento.
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OBJETIVO GERAL

Este projeto teve por objetivo o desenvolvimento de lipossomas constituidos de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada, contendo o antimicrobiano ciprofloxacino, o
copolimero termosensivel Pluronic® F127 ou o polimero PLGA visando manter o farmaco
mais tempo no seu local de acdo através da liberacdo prolongada, diminuindo assim o
numero de aplicagdes, reduzindo a toxicidade do farmaco e melhorando a adesédo e o

conforto do paciente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Obter lipossomas a partir de fosfatidilcolina de soja hidrogenada contendo o
antibiético cloridrato de ciprofloxacino revestidos com os polimeros PLGA ou Pluronic®
F127.

2- Caracterizar as preparacdes obtidas.

3- Awvaliar, in vitro, o perfil de liberagdo do cloridrato de ciprofloxacino nas
preparacdes lipossomais.

4- Avaliar, in vivo, o perfil de liberacdo do cloridrato de ciprofloxacino na

preparacdo lipossomal.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL
Foram utilizados os seguintes materiais para o preparo dos lipossomas:
1- VIDRARIAS e ACESSORIOS
- baldes volumétricos de 1000,0; 10,0 e 5,0 mL;
- baldes de fundo redondo;
- barras magnéticas para agitagdo;
- copos de Becker de 50; 100; 250; 500 ¢ 1000 mL;
- copo de vidro dupla parede transparente com entrada e saida de dgua;
- coluna de vidro (30 x 3 cm);
- cubetas de Quartzo para espectrofotometria, capacidade 5 mL, caminho 6ptico de 1 cm —
Spectrocell”;
- dessecador;
- dosador BD Oralpak® 5 mL
- membranas de acetato de celulose 0,22 pm — Millipore®;
- membrana de acetato de celulose PM 12 000 — 14 000 Sigma;
- parafilm- Sigma
- pipetas graduadas 1 e 10 mL;
- pipetas de Pasteur;
- pipetas volumétricas 1,0; 2,0 e 25,0 mL;
- seringa descartavel ImL SR Saldanha Rodrigues®,Brasil;
- termémetros Incoterm®;
- tubos de centrifuga (10 mL) Sorvall®;
- tubos de ensaio;

- tubos de sonicacgdo.
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2- EQUIPAMENTOS
- Analisador de particulas por Light Scattering — Brookhaven Instruments Corporation,
modelo EMI 9863 — fonte de laser He-Ne 10 mW, 514 e¢ 532 nm — HUGHES; Auto
correlator 64 canais, instalado no Depto de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica -
UNESP- Araraquara;
- balanca analitica Mettler® H51;
- banho criotermostatico MLW®, modelo MK 70;
- bomba dosadora peristaltica Milan®, modelo BP 200;
- bomba de vacuo Tecnal®, modelo TE-058;
- centrifuga Du Pont®, modelo Sorvall TC-6;
- cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Waters Alliance”, modelo 2695;
- espectrofotometro de UV-VIS, Hewlett Packard®;
- estufa de secagem Fanen®, modelo 315 SE;
- evaporador rotativo Marconi®, modelo MA 120;
- liofilizador Edwards®, modelo Modulyo Pirani 10;
- pH metro Micronal®, modelo B 474;
- pipetador automatico Gilson® capacidade 10-1000 mL;
- purificador de 4gua Millipore™, modelo Milli-Q Plus;
- refratdmetro de Abbé Carl Zeiss Jena®, modelo 2;
- sonicador Sonics®, modelo VC 505;
- ultrassom Transtek Systems®, modelo Soniclean;

- vortex Phoenix®, modelo AP 56.
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3- MATERIAS PRIMAS, SOLVENTES E REAGENTES
- acetonitrila grau HPLC — J.T.Baker, Estados Unidos;
- &cido cloridrico p.a. — Synth, Brasil,
- alcool etilico — Santa Cruz, Brasil;
- 4lcool metilico p.a. — Merck, Alemanha;
- 4lcool metilico grau HPLC — J.T.Baker, Estados Unidos;
- cloridrato de cetamina - Ketamina Agener®, Agener Unido, Brasil;
- cloridrato de ciprofloxacino — Deg (importadora e distribuidora); origem: India; teor
99,8%; pureza 99,67%, lote: CF0702107-I;
- cloridrato de xilazina — Xilazin®, Syntec do Brasil, Brasil;
- cloroférmio p.a. — Synth, Brasil;
- D,L-4cido poli lactico co-glicdlico 50:50 (D,L-PLGA) - Birmingham Polymers Inc.,
Estados Unidos;
- fosfatidilcolina de soja hidrogenada - Epikur0n® 200 SH, Lucas Meyer, Alemanha;
- polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno - Pluronic® F127 - Sigma Chemical Co,
Estados Unidos;
- Sephadex G-50 - Pharmacia Biotech;

- tris (hidroximetil) aminometano p.a. — Merck, Alemanha.

4- ANIMAIS

- coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus), linhagem Norfolk grupo genético Botucatu.
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METODOS

1- PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados de acordo com uma modificagdo na técnica de
evaporacdo de fase reversa (REV) descrita por Szoka e Papahadjopoulos (1978).

Em balao de fundo redondo solubilizou-se a FSH em excesso de cloroférmio (6,0
mL). Foram pesados 120,0 e 150,0 mg de FSH para obtencdo de lipossomas 40 mM e 50
mM, respectivamente. A mistura lipidio-solvente adicionou-se a fase aquosa composta por
4,0 mL de tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2. A emulsificagdo e remogdo sob vacuo do
solvente organico foram feitas simultaneamente em rotaevaporador com banho a uma
temperatura controlada de 50 °C, por 20 minutos.

Para assegurar a completa evapora¢do do solvente, a preparacdo foi mantida em
dessecador sob vacuo por, pelo menos, 2 horas.

Desta maneira, foram obtidos lipossomas compostos por vesiculas multilamelares

(MLV’s).

1.1- Obtencéo das vesiculas unilamelares

Para obtencdo de vesiculas unilamelares, a prepara¢do acima foi sonicada por 20
minutos, com pulsos de 1 minuto de sonica¢do e 1 minuto de repouso.

Apdbs a sonicacdo, a dispersdo de lipossomas foi centrifugada a 2550 x g por 15

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

1.2- Preparacéao de lipossomas contendo CIPRO
Para obten¢@o de lipossomas contendo CIPRO seguiu-se 0 mesmo procedimento

descrito nos itens 1 e 1.1, porém o farmaco, nas concentracdes de 2,7; 6,8 ¢ 13,6 mM foi
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previamente dissolvido na solug¢do tampdo tris-HCl 10 mM pH 7,2 a ser adicionada na

preparacgao.

1.3- Preparacéao de lipossomas contendo PLGA
Observou-se que a massa molar do PLGA ¢ bem maior que a massa molar da FSH

(100.000:750). Por isso, buscou-se fazer uma relagdo molar entre FSH:PLGA. Sendo que:

MM FSH = 750 g/mol

MM PLGA = 100 000 g/l’l’lOl

Lipossomas foram preparados usando relagdes molares de FSH:PLGA que
permitissem a incorporagdo do polimero.

A partir dessas premissas, os experimentos foram realizados conforme item 1 e 1.1,
preparando-se previamente uma solug@o cloroféormica de PLGA. O volume de solugdo de
PLGA a ser adicionado foi subtraido do volume total de cloroférmio (6,0 mL). Foram
preparadas amostras contendo 0,345; 0,690; 0,850 e¢ 1,380 mg/mL de PLGA, que
correspondem as propor¢des molares aproximadas de 40:0,0345; 40:0,069; 40:0,085;

40:0,138, FSH:PLGA, respectivamente.

1.4- Preparacao de lipossomas contendo CIPRO e PLGA
Lipossomas contendo CIPRO e PLGA foram preparados conforme descrito nos
itens 1.2 e 1.3, utilizando-se a solugdo cloroférmica de PLGA na concentragdo de

0,085 mM.
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1.5- Preparacéo de lipossomas contendo PLU

A preparagdo de lipossomas contendo PLU foi realizada conforme os itens 1 e 1.1.
A concentra¢do equivalente a 10% p/p (7,9 mM) de PLU foi escolhida com base no
trabalho de WANCZINSKI, 2005. PLU foi, entdo, adicionado previamente a solugdo
tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 e mantido sob refrigera¢do até completa solubiliza¢do do

copolimero.

1.6- Preparacéo de lipossomas contendo CIPRO E PLU

As amostras contendo CIPRO e PLU foram preparadas de acordo com os itens 1.2

2- METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DO CIPRO

2.1- Determinacdo do comprimento de onda de méxima absor¢cdo do CIPRO

em tampéo tris-HCI 10 mM pH 7,2

O comprimento de onda de maxima absor¢do do CIPRO foi determinado a partir de
uma solugdo 10 pg/mL do farmaco em tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 e analisada por

espectrofotometria de UV-Vis na regido de 200 a 600 nm.

2.2- Determinacédo do comprimento de onda de maxima absorcdo do CIPRO

em metanol

O comprimento de onda de maxima absor¢@o do CIPRO foi determinado a partir de
uma solu¢do 5 pug/mL do farmaco em metanol e analisada por espectrofotometria de

UV-Vis na regido de 200 a 600 nm.
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2.3- Determinacdo do comprimento de onda de méaxima absor¢cdo do CIPRO

em lipossomas contendo PLGA

A determinagdo do comprimento de onda de maxima absor¢cdo do CIPRO em
dispersdo de lipossomas foi realizada utilizando-se uma solucdo estoque da dispersdo
lipossomal contendo FSH:CIPRO:PLGA na propor¢do de 40:13,6:0,085 mM. Esta
dispersao foi diluida em tampao tris-HCL 10 mM pH 7,2 de modo a obter-se uma solugao
com concentragdo de 40 pg/mL de farmaco. A andlise foi realizada por espectrofotometria

de UV-Vis na regido de 200 a 600 nm.

2.4- Curva analitica do CIPRO

A curva analitica de CIPRO em tampéo tris-HCl 10 mM pH 7,2 foi obtida através
das dilui¢des preparadas a partir de uma solugdo com concentragdo de 20,0 pg/mL. As
diluicdes foram preparadas em triplicata nas seguintes concentragdes: 2,0 ug/mL, 4,0
pg/mL, 6,0 pg/mL, 8,0 pug/mL, 10,0 pg/mL, 15,0 pg/mL e 20,0 pg/mL.

A curva analitica do CIPRO em metanol foi obtida através das dilui¢des preparadas
a partir de uma solug¢do com concentragdo de 500,0 pg/mL. As dilui¢cdes foram preparadas
em triplicata nas seguintes concentragdes: 1,0 pg/mL, 2,5 ng/mL, 5,0 ug/mL, 10,0 ug/mL,
12,5 pg/mL e 15,0 pg/mL.

Foram realizadas leituras em espectrofotdmetro em 271 e 282 nm para diluigdes
feitas em tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 e metanol, respectivamente. Posteriormente, a
curva analitica foi elaborada com as médias dos valores de absorbancia obtidos em fung¢éo

da concentragdo de CIPRO. A equagdo linear representativa ¢ dada por:

Abs=a[CIPRO] +b
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Sendo:

Abs: absorbancia do farmaco obtida nos comprimentos de onda de 271 e 282 nm;
a: coeficiente angular da reta;

[CIPRO]: concentragdo de cloridrato de ciprofloxacino

b: intercepto da curva em relacdo ao eixo de absorbancia do farmaco.

3- ESTUDO DAS ALTERACOES DAS PREPARACOES LIPOSSOMAIS

Foi realizado um estudo para se verificar possiveis alteracdes nas dispersoes
lipossomais. Variacdo de tamanho pode ser estimada, indiretamente, através de variagdes
nos valores de absorbancia, as quais podem representar um indicativo de alteragcdes na
estrutura dos lipossomas. Foram preparados trés tipos de amostras: lipossomas contendo
FSH 40 mM, lipossomas contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM e lipossomas contendo
FSH:PLGA 40:0,069 mM. As preparagdes foram monitoradas espectrofotometricamente

em comprimento de onda de 410 nm.

4- CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS
E importante saber se as propriedades fisico-quimicas e a estrutura dos lipossomas
sdo modificadas pela incorporacdo do farmaco. A magnitude e natureza destas mudangas

devem, entdo, ser analisadas (SCHUTZE ¢ MULLER-GOYMANN, 1998).

4.1- Determinacao da eficiéncia de encapsulacéo
4.1.1- Separacdo do farmaco ndo encapsulado
Para determinag¢do da eficiéncia de encapsulacdo foi necessario primeiramente

realizar a separagdo do farmaco ndo encapsulado pelos lipossomas. A metodologia adotada
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foi a cromatografia de exclusdo 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 4gua
deionizada previamente deaerada para evitar a incorporac@o de ar na matriz.

Apo6s o periodo de hidratagdo, a Sephadex G-50 foi transferida para uma coluna de
vidro (30 x 3 cm) e eluidos 500 mL de tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2, também deaerado,
para empacotar a coluna.

Em seguida, aplicou-se 2,0 mL das preparagdes lipossomais de CIPRO em
concentragdes variadas, isentas de polimero e preparagdes contendo PLGA 0,085 mM ou
PLU 7,9 mM, utilizando tampao tris-HC] 10 mM pH 7,2 deaerado como fase mével. Entre
uma amostra e outra foram injetados 2,0 mL da dispersdo de lipossomas vazios contendo
ou ndo polimero para saturar os sitios de ligacdo da resina.

Foram coletadas 70 fragdes eluidas da coluna de, aproximadamente, 2 mL cada
uma, sendo o fluxo de 2 mL/min. Estas fra¢cdes foram monitoradas por espectrofotometria
em 410 e 271 nm. Em 410 nm observou-se o perfil de elui¢do dos lipossomas e em 271 nm

a eluicdo do farmaco.

4.1.2- Calculo da eficiéncia de encapsulagdo

As fragdes 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 solucdo metandlica de lipossomas
vazios. Através da curva analitica do farmaco em metanol foi possivel determinar a massa

de CIPRO encapsulada pelos lipossomas.
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4.2- Determinacdo do diametro médio dos lipossomas

O tamanho dos lipossomas foi determinado por espalhamento dindmico de luz
(Dynamic Light Scattering), utilizando equipamento Brookhaven. Este ¢ particularmente
sensivel para determinar pequenas mudancas no didmetro médio, tais como aquelas devido
as camadas adsorvidas na superficie da particula ou pequenas variagdes no processo de
manufatura. Quando um feixe de luz passa através de uma dispersdo coloidal, as particulas
ou gotas espalham a luz em todas as direcdes. E possivel, entdo, observar flutuacdes
tempo-dependentes na intensidade do espalhamento através de um detector que processa os
dados e envia a um computador (BROOKHAVEN, 2005).

A técnica de espalhamento dindmico da luz, também conhecida como
espectroscopia de fotocorrelagdo (PCS) e Quase-Elastic Light Scattering, fornece o raio
hidrodindmico das particulas coloidais, que, através da equag¢do de Einstein-Stokes,

fornece o coeficiente de difusdo das goticulas. Equagdo de Einstein-Stokes:

_ KT
D= 67[77Rh

Sendo:

D = coeficiente de difusdo das vesiculas

K = constante de Boltzmann (1,3807x10%* NmK™);
T = temperatura absoluta (293,15 K);
n=3,141592;

n = viscosidade (1,002x10~ Nm™s);

Ry, = raio hidrodindmico
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4.2.1- Preparagdo das amostras

As preparacdes foram previamente filtradas em membranas de policarbonato
(Millipore) com poros de 0,22 pum de didmetro para que nio ficasse nenhuma particula
estranha que pudesse interferir na leitura, e diluidas em tampao tris-HCL 10 mM pH 7,2 na
proporg¢ao de 1:20 (V/V).

Foram realizadas 10 determinagdes de didmetro médio para cada uma das amostras,
calculando-se o desvio padrao e o coeficiente de variacao.

Os parametros para realizagdo do ensaio foram:

- temperatura: 20 °C

- angulo de incidéncia: 90°

- comprimento de onda do laser: 532.0 nm

- nimero de corridas: 10

- duragdo da corrida: 30 segundos

4.2.2- Indice de refragio

Quando um feixe de luz incide sobre uma particula suspensa em uma solugao, esta
refrata luz de acordo com seu indice de refracdo, o qual ¢ diferente do solvente que a
envolve.

O indice de refragdo é um parametro importante para determina¢do do raio
hidrodindmico dos lipossomas por espalhamento dindmico de luz. Por isso, ele ¢
determinado antes de se submeter as preparacdes ao equipamento de light scattering.

As determinacdes foram realizadas conforme a Farmacopéia Americana (USP 26,
2003) utilizando-se um refratometro de Abbé e ambiente climatizado a 20 °C. O indice de

refra¢do da agua purificada foi usado como padrio.
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Foram realizadas 3 andlises para cada tipo de preparagdo e calculada a média,

conforme mostra a equacio abaixo:

5- ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO
Para o ensaio de liberagdo in vitro foi adotado o modelo de célula de difusdo em

sistema de fluxo conforme demonstra a figura 7.

Figura 7. Representacdo da célula de difusdo do sistema de liberagdo in vitro.
1- entrada de agua do banho termostatizado

2- saida de agua do banho termostatizado

3- entrada de meio de dissolugdo da bomba peristaltica

4- saida de meio de dissolug¢do da bomba peristaltica

5- meio de dissolugdo

6- membrana de acetato de celulose onde serdo colocadas as amostras
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O aparelho de dissolugdo foi adaptado para as seguintes caracteristicas:
- sistema de difusdo: membrana de acetato de celulose
- 4rea de exposi¢do para liberagdo: 1,50 cm®
- temperatura: 37 + 1 °C
- volume do compartimento receptor: 50 mL
- fase receptora: tampao tris-HC1 10 mM pH 7,2

- fluxo: 20 mL/min

O volume contido no compartimento receptor foi determinado obedecendo a
condi¢do “sink”™, isto é, a concentracdo de farmaco ndo ¢ significante para causar acumulo
no meio de dissolugdo (ABDOU, 1989).

A membrana de acetato de celulose empregada no ensaio foi previamente hidratada
utilizando-se agua purificada, na qual permaneceu por 10 minutos apds ebuli¢do. O
procedimento foi realizado duas vezes e a membrana foi conservada em recipiente
fechado, contendo agua purificada, sob refrigeracdo por, no maximo, 7 dias.

As formulagdes utilizadas para os ensaios de liberagdo in vitro foram:

e Solugdo de CIPRO livre 5 mg/mL,;

e Lipossomas contendo FSH 40 mM e CIPRO 5 mg/mL;

e Lipossomas contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM e CIPRO 5 mg/mL;
e Lipossomas contendo FSH 50 mM e CIPRO 5 mg/mL;

e Lipossomas contendo FSH:PLU 40:7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL;

e Solucdo de PLU 7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL.

Para cada amostra foi realizado ensaio com seu respectivo branco (preparac¢do

idéntica a amostra em questdo diferindo apenas pela auséncia de farmaco) nas mesmas
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condi¢des experimentais. Os valores das leituras de absorbancias obtidos foram
descontados dos valores encontrados nas preparagdes contendo firmaco para que ndo

houvesse interferéncia na quantificagdo do CIPRO.

Procedimento experimental

Foram transferidos e espalhados uniformemente 0,2 mL (equivalente a 1 mg de
farmaco) de cada preparagdo sobre a membrana de difusdo. O cilindro contendo a
membrana foi ajustado a célula de difusdo de modo que a membrana ficou ligeiramente
mergulhada (3 mm) na solugdo receptora. O banho e a fase receptora foram previamente
estabilizados a 37 = 1 °C, sendo a agitagdo do sistema realizada através de uma bomba
peristaltica com fluxo de 20 mL/min.

1 mL da solugdo receptora foi coletado nos seguintes intervalos de tempo: 5, 10,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 360, 420, 480, 540, 600, 660 ¢ 720
minutos.

Apds a coleta de cada amostra, 1 mL de tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 foi
adicionado ao meio receptor para repor o volume retirado e manter a condigao “sink”. As
amostras coletadas foram diluidas na propor¢do de 1:1 com tampao tris-HCl 10 mM pH
7,2 e submetidas a andlise por espectrofotometria em comprimento de onda de 271 nm
para obten¢do dos respectivos valores de absorbancia. Estes valores foram aplicados na
equacdo da reta do CIPRO em tampdo tris-HCI 10 mM pH 7,2 (figura 12) para
determinagdo da concentragdo de CIPRO nos referidos tempos de andlise. O ensaio foi
realizado em triplicata.

A concentragdo de CIPRO liberado foi determinada através da equagao:

[CIPRO]=C,.F +x"
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Sendo:
[CIPRO] = concentragdo de CIPRO liberada
C; = concentragdo da amostra no tempo t (mg/mL)

F = fator de dilui¢do da amostra

6- ENSAIO DE LIBERACAO IN VIVO - BIODISPONIBILIDADE

Biodisponibilidade pode ser definida como a taxa e extensdo nas quais uma
substancia ativa ou mistura ativa ¢ absorvida a partir da forma farmac€utica e torna-se
disponivel no sitio de ag@o. A taxa representa o quio rapido o fairmaco ¢ absorvido a partir
de uma forma de dosagem oral e a extensdo representa quanto da substancia ativa da forma
de dosagem alcanga o local de agio (BOROUJERDI, 2002).

O uso de animais para o ensaio de liberagdo in vivo foi previamente aprovado pelo
comité de ética para experimentagdo animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(Unesp — Araraquara).

Para o estudo de biodisponibilidade utilizou-se o cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Waters Alliance® (figura 8) e a metodologia para quantificacdo do CIPRO

validada por Silva-Junior (2006). Sendo as condi¢des de trabalho as que seguem:

fase movel: acetonitrila:acido fosforico 1,5 mL/L (13:87 V/V)

- coluna de fase reversa Ci3 4, 6 x 150 mm com 5,0 um de tamanho de particula -
Symmetry Waters®

- pré-coluna de fase reversa C;g Symmetry Waters®

- temperatura da coluna: 30°C

- fluxo: 1,5 mL/min

- volume de inje¢do: 50 puL
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- detector: UV/VIS

- comprimento de onda: 278 nm

Figura 8. Cromatografo liquido de alta eficiéncia.

As formulagdes utilizadas para os ensaios de liberagdo in vitro foram:
e solucdo aquosa de CIPRO 5 mg/mL isotonizada com NaCl ;
e lipossomas contendo FSH:PLGA:PLU na proporc¢ao 40:0,085:9,9 mM e CIPRO
5 mg/mL (lipo CIPRO), isotonizada com NacCl;

Ambas as preparacdes foram previamente esterilizadas através de filtragdo em

membrana de acetato de celulose 0,22 um.
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Procedimento experimental

Para a determinacdo do perfil de biodisponibilidade do CIPRO foram utilizados
coelhos albinos fémeas, com peso corporal variando entre 1,5 e 2,0 kg, submetidos a jejum
de 12 horas antes do inicio do ensaio. O experimento teve duragdo de 7 dias com coletas de
amostras depois de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ¢ 168 horas, sendo
realizado em triplicata e totalizando, portanto, 48 animais. Os mesmos animais foram
utilizados nos dois grupos experimentais, sendo o olho esquerdo para aplicagcdo de CIPRO
em solu¢do e o olho direito para aplicagdo de CIPRO encapsulado em lipossomas.

Os animais foram previamente anestesiados injetando-se a associagdo de cloridrato
de cetamina e cloridrato de xilazina, 35 e 3 mg/Kg respectivamente, via intramuscular.
Apds, aplicou-se 0,2 mL de cada preparagdo, equivalente a 1 mg de CIPRO, por via
subconjuntival em dose unica. Logo apods a eutanasia dos animais foram coletadas as
amostras de humor vitreo (HV) e humor aquoso (HA), as quais foram congeladas a - 32 °C
e submetidas a ultracentrifugacdo por 15 minutos a 15 000 x g antes da andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para determinacdo da concentragdo de CIPRO nas amostras de HV ¢ HA elaborou-
se uma curva analitica de CIPRO em tampao tris-HCl 10 mM pH 7,4, obtida através das
dilui¢des preparadas a partir de uma solu¢do com concentragdo de 50,0 ng/mL de CIPRO.
As diluigdes foram preparadas em triplicata nas seguintes concentragdes: 0,05 pg/mL,
0,10 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,50 ug/mL, 2,50 pg/mL, 5,0 pg/mL, 10,0 pg/mL e 15,0 png/mL.
A curva analitica foi elaborada utilizando-se as médias das dreas sob a curva obtidas em

fun¢do da concentragdo de CIPRO. A equagdo linear representativa é dada por:

Area=a [CIPRO] +b
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Sendo:

Area: 4rea sob a curva no intervalo do tempo de retencio;
a: coeficiente angular da reta;

[CIPRO]: concentragdo de cloridrato de ciprofloxacino

b: intercepto da curva em relacdo ao eixo da area do pico do farmaco.

As areas sob a curva obtidas das amostras de HV e HA nos diferentes tempos foram

aplicadas na equagdo da reta para determinacdo da concentragdo de CIPRO presente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O pico de maxima absor¢do de CIPRO, na concentra¢do de 10 pg/mL do farmaco

em tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2, foi obtido em 271 nm conforme pode ser observado na

figura 9.
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Figura 9. Espectro de varredura de CIPRO em tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 para

determinag@o do comprimento de onda de maxima absor¢ao.

O pico de méaxima absor¢do de CIPRO, na concentracdo de 5 pg/mL do farmaco

em metanol foi obtido em 282 nm conforme pode ser observado na figura 10.
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Figura 10. Espectro de varredura de CIPRO em metanol para determinagdo do

comprimento de onda de maxima absor¢ao.
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O pico de méxima absor¢do de CIPRO foi obtido em 271 nm conforme pode ser
observado na figura 11, utilizando-se uma diluicdo em tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 da
dispersdo de lipossomas constituidos de FSH:CIPRO:PLGA na propor¢do de

40:13,6:0,085 mM de modo a obter uma concentragdo do fairmaco de 40 pg/mL.
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Figura 11. Espectro de varredura de CIPRO em lipossomas para determinagdo do

comprimento de onda de maxima absorcao.

A comparagdo dos resultados de Amax obtidos nas figuras 9 e 11 demonstra que
tanto a encapsulacdo em lipossomas como a presenga do polimero PLGA nao interferem

nas analises.

Luana Cardoso de Oliveira



Resultados e Discussao

Para obtengdo da curva analitica de CIPRO em metanol foram realizadas

determinagdes das absorbancias em triplicata por espectrofotometria em 282 nm e

calculados a média e o desvio padrdo. Os resultados podem ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1. Valores das absorbancias do CIPRO em metanol. Andlise realizada em

triplicata por espectrofotometria no comprimento de onda de 282 nm.

(ng/mL) Padrio

1,0 0,15431 0,14450 0,15767 0,152160 0,006843
2,5 0,36669 0,35819 0,36429 0,363057 0,004382
5,0 0,68769 0,68877 0,67889 0,685117 0,005419
7,5 1,00470 1,00310 0,97963 0,995810 0,014035
10,0 1,36010 1,31470 1,29300 1,322600 0,034240
12,5 1,66530 1,65770 1,66890 1,663967 0,005718
15,0 1,94770 1,96800 1,98990 1,968533 0,021105
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Figura 12. Curva analitica de CIPRO em metanol .

Concentracdo (ug/ml)

Abs= 0,1296.[CIPRO] + 0,0309, r’= 0,9998
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Para obtencdo da curva analitica de CIPRO em tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 as
determinagdes das absorbancias foram feitas em triplicata por espectrofotometria em

271 nm e calculados a média e o desvio padrdo. Os resultados podem ser visualizados na

tabela 2.

Tabela 2. Valores das absorbancias do CIPRO em tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2.

Andlise realizada em triplicata por espectrofotometria no comprimento de onda de 271 nm.

Concentracio Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média Desvio
(ng/mL) Padrio
2,0 0,18408 0,19141 0,19034 0,188610 0,003959
4,0 0,37065 0,37225 0,37965 0,374183 0,004801
6,0 0,56169 0,56874 0,56798 0,566137 0,003870
8,0 0,74045 0,74886 0,75154 0,746950 0,005786
10,0 0,93615 0,94244 0,93930 0,939295 0,003145
15,0 1,40650 1,40770 1,40405 1,406083 0,001860
20,0 1,85150 1,86070 1,85610 1,856100 0,004600
2,0 -
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Figura 13. Curva analitica de CIPRO em tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,2.

Abs=0,09013.[CIPRO] + 0,000589, r’= 0,9999
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A incorporagdo de PLGA aos lipossomas foi realizada utilizando-se concentragdes
crescentes do copolimero as preparagdes até observacdo de precipitacdo. A concentracdo
maxima incorporada foi obtida quando se utilizou a relagdo molar aproximada de
FSH:PLGA 40:0,085, como demonstra a tabela 3.

A ndo incorporagdo foi avaliada através da observagdo visual de um precipitado
amarelo depositado no fundo do baldo e visualizagdo em microscopio Optico, onde se
verificou uma estrutura aparentemente rigida e compacta do precipitado; ja as preparagdes
isentas de precipita¢do ndo apresentaram este tipo de estrutura.

O revestimento de lipossomas com PLGA tem como objetivo aumentar a
estabilidade “in vivo”, bem como aumentar o tempo de liberagdo do farmaco para o meio

externo.

Tabela 3. Preparagdes de lipossomas constituidos de FSH 40 mM com

concentracdes variadas de PLGA.

. Concentracio de PLGA Relagio Molar o
Experimento Precipitacio
(mg/ml) FSH:PLGA
1 0,345 40:0,0345 Nao
2 0,690 40:0,069 Nao
3 0,850 40:0,085 Nao
4 1,380 40:0,138 Sim

Em se tratando de lipossomas, nimero de agregac¢do pode ser definido como o
nimero de moléculas de lipidio necessario para formar uma bicamada. O processo de

agregacdo depende de alguns fatores como estrutura do lipidio, concentra¢do, método de

Luana Cardoso de Oliveira



Resultados e Discussao 49

preparo, entre outros. Porém, pode ser simplificadamente calculado pela equagio
(GREGORIADIS, 1993):
In[CBC]=- 0,4—1,7n
Sendo:

n = namero de carbonos da cadeia hidrofobica

Supondo que todas as moléculas de FSH formem lipossomas, o niimero de
agregacao sera:
In[CBC]=-0,4-1,7x 17

[CBC] =1,8844 x 10 " mol

1 mol 6,02214 x 10 * moléculas

1,8844x 10 P mol X

x = 11,3481 4 10 ' moléculas de FSH para formar 1 lipossoma unilamelar

6,02214 x 10 * moléculas--------- 750 g de FSH

11,3481 x 10 ' moléculag--------- y

y=1,41, 10 " "mg de FSH para formar 1 lipossoma unilamelar

1,41 x 10 "mg 1 lipossoma unilamelar

120 mg ou 150 mg------------------ Zouw
z=85,11 x 10 " lipossomas nas preparagdes lipossomais 40 mM de FSH

w = 106,38 x 10 ’ lipossomas nas preparacdes lipossomais 50 mM deFSH

Supondo-se ainda que todas as moléculas de PLGA da preparagdo revestirdo os

lipossomas, teremos:
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1 molécula PLGA 1,66053 x 10 mg

k 3,4 mg

k = 2,05 x 10 '® moléculas de PLGA em cada preparacio

Dividindo-se no numero de moléculas de PLGA pelo niumero de lipossomas
presentes na preparagdo obteremos aproximadamente 24 x 10 ®e 19 x 10 ¢ moléculas de
polimero revestindo 1 lipossoma unilamelar nas preparagdes de 40 e 50 mM de FSH,
respectivamente.

Desta forma, os lipossomas polimero-revestidos tornam-se estericamente
estabilizados (BERGSTRAND, 2003) e o farmaco, uma vez encapsulado, tem mais
dificuldade para se difundir para o meio externo devido ao impedimento estérico originado

na bicamada.

Para estudar possiveis alteragdes nas preparacdes lipossomais foram realizadas
leituras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 410 nm a cada 30 minutos nas
primeiras oito horas, aumentando-se o intervalo para 1 hora nas oito horas subseqiientes e,
apods, de 12 em 12 horas por 4 dias, sendo a tltima leitura realizada 9 dias apds o preparo

das amostras.
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Figura 14. Estudo das alteracdes de lipossomas compostos por 40 mM de FSH,
isentos de PLGA e diferentes concentragdes do polimero. Monitoramento por

espectrofotometria em 410 nm.

® Lipossomas contendo 40 mM FSH

V¥ Lipossomas contendo FSH:PLGA 40:0,069 mM

Lipossomas contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM

Podem-se observar, de maneira indireta, modificagdes nos tamanhos das vesiculas
através do acompanhamento das preparagdes por espectrofotometria em periodos de tempo
pré-determinados.

Verifica-se na figura 14 que os valores de turbidez do meio sofrem flutuagdes em
torno dos valores de tempo iniciais. As flutuagdes diminuem de intensidade com o tempo e

os valores de turbidez tendem aos valores iniciais em tempo infinito. Com isto podemos
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concluir que ndo ocorrem variagdes significativas no tamanho dos lipossomas apos a

preparacgao.

Para se determinar a eficiéncia de encapsulacdo das preparagdes lipossomais foi
necessario primeiramente separar o farmaco livre da fragdo encapsulada nos lipossomas.
Para tanto, utilizou-se a cromatografia de exclusdo em gel, sendo a fase estaciondria

constituida por Sephadex G-50.

Observa-se nas figuras 15 a 26 os perfis de separagdo das preparacdes lipossomais
com diversas constituigdes, isentas de farmaco e contendo CIPRO. A cluicdo dos
lipossomas pode ser observada no comprimento de onda de 410 nm (comprimento de onda

de maxima absor¢do da FSH), enquanto que o CIPRO ¢ visualizado em 271 nm.
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Figura 15. Perfil de eluicdo de lipossomas unilamelares vazios compostos de 40

mM de FSH, utilizando coluna de Sephadex G-50 e tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 como

eluente. Monitoramento da elui¢do por espectrofotometria em 410 nm.
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Figura 16. Perfil de separagdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO 40:2,7 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com lipossomas
isentos de farmaco e tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 como eluente. Monitoramento da

eluicdo por espectrofotometria em 271 ¢ 410 nm.
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Figura 17. Perfil de separacdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO 40:6,8 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com lipossomas
isentos de farmaco e tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 como eluente. Monitoramento da

eluicdo por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Figura 18. Perfil de separagdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO 40:13,6 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com lipossomas
isentos de farmaco e tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 como eluente. Monitoramento da

elui¢do por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Figura 19. Perfil de eluicdo de lipossomas unilamelares vazios compostos de
FSH:PLGA 40:0,085 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 e tampao tris-HCI 10 mM

pH 7,2 como eluente. Monitoramento da elui¢do por espectrofotometria em 410 nm.
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Figura 20. Perfil de separagdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO:PLGA 40:2,7:0,085 mM utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com
lipossomas isentos de farmaco e tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 como -eluente.

Monitoramento da elui¢do por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Figura 21. Perfil de separagdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO:PLGA 40:6,8:0,085 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com
lipossomas isentos de farmaco e tampdo tris-HCl 10 mM pH 7,2 como eluente.

Monitoramento da elui¢do por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Figura 22. Perfil de separagdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO:PLGA 40:13,6:0,085 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com
lipossomas isentos de farmaco e tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 como -eluente.

Monitoramento da elui¢do por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Figura 23. Perfil de elui¢do de lipossomas unilamelares vazios compostos de 50
mM de FSH, utilizando coluna de Sephadex G-50 e tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 como

eluente. Monitoramento da elui¢@o por espectrofotometria em 410 nm.
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Figura 24. Perfil de separacdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO 50:13,6 mM , utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com lipossomas
isentos de farmaco e tampao tris-HCI 10 mM pH 7,2 como eluente. Monitoramento da

eluicdo por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Figura 25. Perfil de elui¢do de lipossomas unilamelares vazios compostos de
FSH:PLU 40:7,9 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 e tampao tris-HC] 10 mM pH

7,2 como eluente. Monitoramento da elui¢@o por espectrofotometria em 410 nm.
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Figura 26. Perfil de separacdo de lipossomas unilamelares compostos de
FSH:CIPRO:PLU 40:13,6:7,9 mM, utilizando coluna de Sephadex G-50 saturada com
lipossomas isentos de farmaco e tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2 como -eluente.

Monitoramento da elui¢do por espectrofotometria em 271 e 410 nm.
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Através da observacdo dos cromatogramas, foi possivel reunir as fragdes contendo
lipossomas e lipossomas carregados de farmaco e liofiliza-las para determinacdo da
eficiéncia de encapsulagdo.

A cromatografia de exclusdo em gel utilizando Sephadex G-50 mostrou-se eficiente
na separa¢do do farmaco ndo encapsulado e lipossomas com farmacos para todas as

preparacgdes.

Para determinagdo da eficiéncia de encapsulacdo das preparacdes de lipossomas
foram realizados os seguintes procedimentos:

- liofilizagdo das fragdes contendo lipossomas com farmaco eluidas da coluna de
separagdo;

- determinacdo da massa total do liofilizado;

- rompimento das vesiculas utilizando-se metanol e 10 mg do liofilizado;

- determinagdo da absorbancia das amostras contendo farmaco, utilizando-se como
branco os lipossomas isentos de farmaco submetidos a0 mesmo tratamento;

- determinacdo da concentracdo de CIPRO (X mg/mL) através da equagdo obtida na

curva analitica do CIPRO em metanol (figura 12);

X mg ------=mmmmmme- 1 mL

Y - volume utilizado para romper as vesiculas

Y mg ------------- 10 mg liofilizado

7 - massa total do liofilizado

Z mg ---------—--- 2,0 mL de dispersdo de lipossomas aplicados na coluna
W o e 4,0 mL de dispersdo de lipossomas preparados
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Uma vez determinada a massa de farmaco encapsulada pelos lipossomas (W),

calculou-se a eficiéncia de encapsulagdo (EE) segundo Imura et al. (2002):

Massa de farmaco encapsulada nos lipossomas (W)

EE(%) =

Massa total de farmaco adicionada a dispersao

x 100

Tabela 4. Eficiéncia de encapsulacdo das preparacdes de lipossomas 40 mM

isentos de polimero e diferentes concentragdes de farmaco; preparacdes contendo

FSH:PLGA 40:0,085 mM e diferentes concentragdes de farmaco; preparagdes contendo

FSH:CIPRO 40:13,6 mM e FSH:CIPRO:PLU 40:13,6:7,9 mM. Determinada através das

respectivas absorbancias em 282 nm.

Massa

Massa

Eficiéncia de

Composkfi(;)g:sol)::fsaragﬁo de Adicionada  Recuperada  Encapsulacio l],):s:;(:)
(mg) (mg) (%)
FSH:CIPRO 40:2,7 mM 4,0 6,23 x 107 1,6 0,05
FSH:CIPRO 40:6,8 mM 10,0 31,20 x 107 3,1 0,08
FSH:CIPRO 40:13,6 mM 20,0 60,12 x 107 3,0 0,06
FSH:CIPRO:PLGA 40:2,7:0,085 mM 4,0 16,40 x 10~ 4,1 0,06
FSH:CIPRO:PLGA 40:6,8:0,085 mM 10,0 49,83 x 107 5,0 0,08
FSH:CIPRO:PLGA 40:13,6:0,085 mM 20,0 115,80 x 107 5,8 0,09
FSH:CIPRO 50:13,6 mM 20,0 64,00 x 107 3,2 0,11
FSH:CIPRO:PLU 40:13,6:7,9 mM 20,0 112,02 x 107 5,6 0,09

Na tabela 4 observa-se que a eficiéncia de encapsula¢do de farmaco aumentou com

sua concentragdo da preparacdo, sendo que preparagdes contendo PLGA apresentaram

eficiéncia de encapsulagdo maior do que aquelas isentas de polimero. A presenga de PLU
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teve uma influéncia semelhante ao PLGA na eficiéncia de encapsulagdo, enquanto que o
aumento da concentragdo de FSH nio foi suficiente para ocasionar aumento significativo
da encapsulacdo. Desta forma, podemos concluir que tanto PLGA quanto PLU auxiliaram

a captura de farmaco pelos lipossomas.

O indice de refracdo das preparagdes lipossomais foi determinado antes de
submeté-las a andlise por espalhamento de luz. Foram realizadas 3 anélises de indice de
refracdo para cada tipo de preparacdo e feita a média. Na tabela 5 encontram-se os

resultados obtidos.

Tabela 5. Valores de indice de refragdo das diversas preparagdes de lipossomas
obtidos a partir de determinagdes realizadas em refratometro Abbé a 20 °C e utilizando-se

agua deionizada como padrio.

Composicio da preparacio indice de Refraciio
Agua 1,333 £ 0,001
FSH 40 mM 1,335 £ 0,001
FSH 50 mM 1,337 £ 0,001
FSH:PLGA 40:0,085 mM 1,335 £ 0,001
FSH:PLU 40:7,9 mM 1,352 + 0,001
FSH:CIPRO 40:2,7 mM 1,335 £ 0,001
FSH:CIPRO 40:6,8 mM 1,335+ 0,001
FSH:CIPRO 40:13,6 mM 1,336 £ 0,001
FSH:CIPRO:PLGA 40:2,7:0,085 mM 1,335+ 0,001
FSH:CIPRO:PLGA 40:6,8:0,085 mM 1,335+ 0,001
FSH:CIPRO:PLGA 40:13,6:0,085 mM 1,336 £ 0,001
FSH:CIPRO 50:13,6 mM 1,336 £ 0,001
FSH:CIPRO:PLU 40:13,6:7,9 mM 1,353 £ 0,001
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A técnica de espalhamento dindmico de luz baseia-se nas flutuagdes das
concentragdes locais de particulas, devidas aos movimentos Brownianos (HELDT et al.,
2001; SANTOS e CASTANHO, 1996). Nos estudos com espalhamento dindmico de luz
utilizam-se volumes de dispersdo reduzidos e os tempos de andlise sdo de microsegundos
(SANTOS e CASTANHO, 1996).

Tamanho e distribui¢do de tamanho sdo parametros essenciais para avaliar a
integridade e utilidade de um sistema lipossomal. E importante desenvolver um sistema
que tenha um tamanho de particula conhecido e estreita distribuicdo de tamanho. O
Espalhamento Dindmico de Luz ¢ uma das técnicas mais utilizadas para fornecer o raio
hidrodindmico e a distribui¢do de tamanho das vesiculas (indice de polidispersidade) de
dispersdes lipossomais com tamanho menor que 1 um (HELDT et al., 2001; MULLER et
al., 2004).

Na tabela 6 estdo relacionadas as preparagdes lipossomais e seus respectivos

didmetros, indices de polidispersidade e coeficientes de difuséo.
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Tabela 6. Resultado das analises realizadas por espalhamento dindmico de luz.

As preparagdes foram diluidas na propor¢do de 1:20 (V/V) em tampdo tris-HCI

10 mM pH 7,2.
Composicio da preparacio de Diametro Polidisper- Coeficiente
lipossomas médio (nm) sidade Difusdo(cm?/s)
FSH 40 mM 83,9 0,191 5,1084 ¢
FSH 50 mM 392,2 0,276 1,0928 ¢™®
FSH:PLGA 40:0,085 mM 93,3 0,243 4,5938 ¢*
FSH:PLU 40:7,9 mM 68,9 0,215 6,2206 ¢
FSH:CIPRO 40:2,7 mM 260,0 0,285 1,6485 ¢™®
FSH:CIPRO 40:6,8 mM 149,2 0,286 2,8726 ¢*
FSH:CIPRO 40:13,6 mM 84,4 0,235 50782 ¢®
FSH:CIPRO:PLGA 40:2,7:0,085 mM 159,0 0,164 2,6956 ¢*
FSH:CIPRO:PLGA 40:6,8:0,085 mM 95,9 0,186 4,4692 ¢®
FSH:CIPRO:PLGA 40:13,6:0,085 mM 75,6 0,208 5,6693 ¢
FSH:CIPRO 50:13,6 mM 147.,4 0,283 2,9077 ¢*
FSH:CIPRO:PLU 40:13,6:7,9 mM 64,3 0,175 6,6666 ¢

O indice de polidispersidade ¢ a medida para a faixa de distribui¢do de tamanho de

particulas (MULLER et al., 2004). Na tabela 6 podem ser observados os valores de

polidispersidade encontrados para as preparagdes de lipossomas, os quais foram

relativamente baixos, indicando uma boa distribui¢do de tamanho dos lipossomas.

O coeficiente de difusdo foi calculado utilizando-se a equag¢do de Einsten-Stokes.

Uma vez que a temperatura ¢ constante, quanto maior o tamanho da particula, menor seu

coeficiente de difusdo e, portanto, menor a quantidade de vesiculas que passa por unidade

de 4rea num determinado tempo.
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Conforme pode ser observado na figura 27, ocorreu ligeira redu¢do no tamanho das
vesiculas quando se incorporou PLGA e PLU aos lipossomas. Esta diminui¢do pode ser
devida a interagdo entre as moléculas de FSH e as moléculas do polimero, o que levaria a
uma modificacdo no parametro de empacotamento da bicamada lipidica e
consequentemente a formacdo de lipossomas menores (ISRAELACHVILI et al. 1976;
SCHUTZE e MULLER-GOYMANN, 1998; EL JASTIMI et al., 1999; MULLER et al.,

2004).

400

350 A

300 -

250 H

200 A

Diametro (nm)

150 1 -

100 1

50 - H
0 - . . .

vazio 2,7 mM 6,8 mM 13,6 mM

Amostras

Figura 27. Andlises realizadas por espalhamento de luz para determinacdo do
didmetro médio de lipossomas contendo FSH 40 mM (m), lipossomas contendo
FSH:PLGA 40:0,085 mM (m), lipossomas contendo FSH:PLU 40:7,9 mM (1), lipossomas

contendo FSH 50 mM (O). As preparacdes foram diluidas na proporgdo de 1:20 (V/V) em
tampao tris-HC1 10 mM pH 7,2.
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O aumento de tamanho das vesiculas carregadas com farmaco em relagdo as
vesiculas vazias pode ser explicado devido ao volume ocupado pelo farmaco.

Porém com o aumento da concentragdo do farmaco, ocorreu uma redugdo relativa
do didmetro dos lipossomas.

Através de estudos realizados por "H-.NMR, MAURER e colaboradores, 1998,
concluiram que apenas uma pequena propor¢do de CIPRO localiza-se na bicamada lipidica
(aproximadamente 3%). O farmaco, porém, ndo permanece estatico e se desloca para fora e
para dentro da membrana mantendo um equilibrio dindmico. CIPRO teria, como outros
compostos anfifilicos, propriedades ativas na superficie e deve, portanto, induzir mudancgas
em fosfolipidios neutros, como a fosfatidilcolina de soja (HERNANDEZ-BORRELL e
MONTERO, 2003). Desta forma, esta pequena fracdo de CIPRO estaria interagindo com
os grupos trimetilamonio positivamente carregados da molécula da fosfatidilcolina de soja,
alterando os parametros de empacotamento da bicamada lipidica e reduzindo o tamanho
das vesiculas (MULLER et al.,, 2004, ISRAELACHVILI et al., 1976). Além destas
possibilidades estdo o deslocamento da 4gua de hidratacdo da fosfatidilcolina de soja
devido a interagdes entre as suas moléculas e o farmaco assim como uma diminui¢do no
pH que ocorre com a incorporagdo de fairmaco, (MULLER et al., 2004), o que levaria a
uma interagdo eletrostatica do farmaco com a bicamada. Isto porque enquanto
microespécies neutras e zwiteridnicas predominam em pH neutro, microespécies positivas
predominam em pH 4cido, sendo que somente as microespécies sem carga podem difundir
através da bicamada lipidica (MONTERO et al., 1996) e somente as microespécies
carregadas podem interagir eletrostaticamente com a bicamada (HERNANDEZ-
BORRELL ¢ MONTERO, 2003).

O elevado diametro médio obtido para lipossomas vazios constituidos por 50 mM
de fosfatidilcolina de soja poderia ser explicado pelo fato de que o espalhamento de luz | ¢

proporcional a d ° (diametro particula); assim, mesmo uma pequena populacao de vesiculas
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grandes oligolamelares que presumivelmente existe nos sistemas livres de farmaco, leva a
um forte aumento em |. Entdo, a média aumenta, porque ¢ medida pela intensidade. Este
efeito é a razdo para a diminui¢do no tamanho da particula de sistemas lipossomais
carregados de farmaco, nos quais somente vesiculas unilamelares pequenas em uma

distribuicdo relativamente estreita existem (MULLER et al., 2004).

O ensaio de liberagdo in vitro do CIPRO nas diferentes formulagdes foi realizado
através da quantificacdo de fArmaco presente no meio receptor apds atravessar a membrana
de acetato de celulose.

Em intervalos de tempo determinados foram coletadas amostras e estas
analisadas por espectrofotometria em 271 nm. O tempo total de experimento foi de 720
minutos, sendo que a partir de 360 minutos a liberacdo de farmaco praticamente cessou.
Todas as amostras foram analisadas contra seus respectivos brancos, submetidos a0 mesmo
processo de liberag¢do in vitro. Os valores das médias das absorbancias medidas para os
brancos, nos mesmos intervalos de tempo, foram subtraidos dos valores médios de
absorbancia das amostras contendo farmaco e aplicados na equacdo da reta obtida através
da curva padrio do CIPRO (figura 13) a fim de se determinar a massa real de CIPRO
liberada em fung¢do do tempo. Sendo os experimentos realizados em triplicata.

Para os ensaios de liberagdo in vitro foram utilizadas as seguintes amostras:

e Solugdo de CIPRO livre 5 mg/mL;

e Lipossomas contendo FSH 40 mM e CIPRO 5 mg/mL;

e Lipossomas contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM e CIPRO 5 mg/mL;
e Lipossomas contendo FSH 50 mM e CIPRO 5 mg/mL;

e Lipossomas contendo FSH:PLU 40:7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL;

e Solugdo de PLU 7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL.
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Para todos os experimentos as condi¢des foram: T °C = 37+1; Meio receptor:
tampao tris-HCl 10 mM pH 7,2; Volume aplicado: 0,2 mL (equivalente a 1 mg de
farmaco).

Os perfis de liberagdo in vitro do CIPRO podem ser observados através do grafico da
concentracdo de CIPRO no meio receptor (mg/mL) em fun¢do do tempo (minutos) para
cada uma das preparagdes utilizadas no experimento (figuras 29-32).

Para comparagdo dos valores obtidos no ensaio de liberagdo in vitro do CIPRO nas
diversas formulagdes foram determinadas as areas sob a curva (AUC) pelo método do
trapezoide a partir da curva de liberagdo de cada uma das replicatas das amostras. Essas
determinagdes foram utilizadas no teste de variancia ANOVA para comparagio do perfil
de liberagdo entre as formulagdes, associado a comparacdo multipla entre os resultados
(“teste de Tukey-Kramer”) com significancia de p<0,05 e estdo ilustrados na figura 28. Os

valores da AUC encontrados estdo dispostos na tabela 7.

Tabela 7: Area sob a curva (AUC) determinada pelo método do trapezoéide a partir

da curva de liberagdo de cada uma das replicatas das amostras

Determinacio - AUC
Amostras

Média Desvio padrao
Solu¢do de CIPRO livre 5 mg/mL 5,4371 0,4254
Lipossomas contendo FSH 40 mM e CIPRO

4,5834 0,3054
5 mg/mL
Lipossomas contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM e 4.0309 0.074
CIPRO 5 mg/mL ’ 0747
Lipossomas contendo FSH 50 mM e CIPRO

4,6504 0,0765
5 mg/mL
Lipossomas contendo FSH:PLU 40:7,9 mM e
CIPRO 5 mg/mL 4,3045 0,0055
Solugdo de CIPRO 5 mg/mL e PLU 7,9 mM 4,4395 0,1019
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Analisando-se a figura 28 ¢ possivel comparar as AUC de cada uma das replicatas
das amostras. Os circulos representativos indicam que quanto menor a sobreposi¢do maior

¢ a diferenca entre as preparagdes.

Teste de
Amostras Tukey-Kramer
p<0,05

Figura 28: Ilustracdo da analise de comparagdo multipla (teste de Tukey-Kramer)
aplicada aos resultados de AUC obtidos a partir do experimento de liberagdo in vitro para
solucdo de CIPRO livre 5 mg/mL (m), lipossomas contendo FSH 40 mM e CIPRO
5 mg/mL (m),lipossomas contendo FSH 50 mM e CIPRO 5 mg/mL (m), lipossomas
contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM e CIPRO 5 mg/mL (m), lipossomas contendo
FSH:PLU 40:7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL (=), solug¢do de CIPRO 5 mg/mL e PLU

7,9 mM (=).
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Figura 29. Perfil de liberagdo in vitro de CIPRO livre 5 mg/mL (e), lipossomas
contendo FSH 40 mM e CIPRO 5 mg/mL () e lipossomas contendo FSH:PLGA

40:0,085 mM e CIPRO 5 mg/mL (V).

Os resultados apresentados na figura 29 e sua andlise estatistica permitiram a
comparacdo do perfil de liberagdo do farmaco nao encapsulado com o perfil de liberagao
do farmaco encapsulado em lipossomas e em lipossomas revestidos com PLGA carregados
com farmaco na mesma concentragdo. Ambas as amostras de lipossomas apresentaram
velocidade de liberagdo menor que o farmaco livre. A presenca de polimero na preparacio
lipossomal proporcionou diminui¢do da velocidade de liberagdo em relagdo a preparagdo
isenta de PLGA a partir de 3 horas e meia apds iniciado o ensaio. Este fato sugere que o
polimero foi incorporado na bicamada lipidica, diminuindo a permeabilidade e dificultando

a saida do farmaco do interior da estrutura para o meio de dissolugao.
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Figura 30. Perfil de liberagdo in vitro de CIPRO livre 5 mg/mL (@), em lipossomas
contendo FSH 50 mM e CIPRO 5 mg/mL (®) e lipossomas contendo FSH:PLGA

40:0,085 mM e CIPRO 5 mg/mL (V).

O aumento da concentragdo molar de FSH (figura 30) diminuiu significativamente
a velocidade de liberagdo do farmaco a partir dos lipossomas quando comparado ao
farmaco livre. Porém, a velocidade de liberacdo da preparacao de lipossomas 50 mM ainda
¢ significativamente maior que a velocidade de liberagdo da preparagdo de lipossomas
contendo PLGA, refor¢ando a hipdtese de que o polimero estd revestindo as vesiculas,

retardando, deste modo, a difusdo do antibidtico para o meio de dissolug@o.
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Figura 31. Perfil de liberagdo in vitro de CIPRO livre 5 mg/mL (e), solugdo de

PLU 7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL (v) e em lipossomas contendo FSH:PLU 40:7,9 mM ¢

CIPRO 5 mg/mL (*).

A amostra contendo farmaco livre apresentou velocidade de liberagdo maior que o
farmaco veiculado em gel de PLU e encapsulado em lipossomas veiculados em gel de PLU
(figura 31). Nao foram identificadas diferencas significativas na velocidade de liberagao do
CIPRO nessas condigdes experimentais sugerindo que a fase gel do PLU € o fator

determinante na liberagdo in vitro.

Luana Cardoso de Oliveira



Resultados e Discussao 72

2,00 A ®

102 x [CIPRO] (mg/mL)

0,00 € T T T T T T T T T T T T

0O 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (min)

Figura 32. Perfil de liberagdo in vitro de CIPRO livre 5 mg/mL (@), em lipossomas

contendo FSH:PLGA 40:0,085 mM e CIPRO 5 mg/mL (¢) e lipossomas contendo

FSH:PLU 40:7,9 mM e CIPRO 5 mg/mL (V).

Quando se comparou a prepara¢do de lipossomas contendo PLGA e a preparacgao
de lipossomas contendo PLU, ambos com firmaco na mesma concentragdo, pode-se
observar uma menor velocidade de liberacdo para a preparacdo de lipossomas contendo
PLGA (figura 32), porém esta diferenca passa a ser estatisticamente significativa somente

apds 6 horas de liberagdo.

Na representagdo esquematica do processo de liberagdo in vitro (figura 33), K,
representa a velocidade de liberagdo de CIPRO a partir das vesiculas lipossomais para o
meio externo. O farmaco foi liberado através do processo de difusdo e, quando no meio
dispersante, atravessou a membrana polimérica atingindo o meio receptor. Observou-se em

todos os perfis de liberagdo in vitro, que a velocidade de passagem do antibiotico através
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da membrana (K) foi maior que a velocidade de saida dos lipossomas (Ky). Sendo,
portanto, Ko menor que K podemos concluir que a velocidade de saida do farmaco dos

lipossomas foi o fator limitante da liberag@o.

CIPRO em linossomas CIPRO livre K CIPRO no meio recentor
o -
* ° < o
® 9 ° °
o ® ° o
° ®
L °
°

Figura 33. Representacdo esquematica do processo de liberagdo in vitro.

Com o objetivo de melhor avaliar o sistema de liberacdo desenvolvido, foi
selecionada uma amostra de lipossomas para determinac@o da biodisponibilidade ocular do
CIPRO. O ensaio de liberagdo in vivo foi realizado em triplicata através da aplicacdo
subconjuntival de 0,2 mL das preparagdes de farmaco livre 5 mg/mL e lipossomas
contendo FSH:PLGA:PLU na propor¢do 40:0,085:9,9 mM e CIPRO 5 mg/mL (lipo
CIPRO) em coelhos albinos.

A quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo os
valores das areas sob a curva aplicados na equacdo da reta obtida através da curva analitica
conforme apresentado na tabela 8 e na figura 34 para determinagdo da concentragdo de

CIPRO no HV e HA.
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Tabela 8. Valores das areas de CIPRO em tampéo Tris-HCI 10 mM pH 7.4.

Média Desvio Coeficiente

Concentracio ny n; n3
(ng/mL) Padrio Vvariacio%
0,05 11969 12198 11867 12011,33  169,5 1,41
0,10 22962 22872 23554  23129,33 370,52 1,60
0,25 46522 47312 47241  47025,00 437,05 0,93
0,50 81644 82124 81005  81591,00 561,38 0,69
2,50 452932 456015 456216 455054,3 1840,70 0,40
5,0 964950 969125 973905 969326,7 4480,91 0,46
10,0 1845491 1849559 1845595 1846882 2319,22 0,13
15,0 2909479 2925085 2940092 2924884 15309,99 0,52
3,5e+6 -

AUC(uV/sec)

0,0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentragdo (ug/mL)

Figura 34. Curva analitica do CIPRO em tampao tris-HC1 10 mM pH 7.,4.

Area = 192645,93.[CIPRO] - 9308,89, r 2= 0,999

Na figura 35 pode-se observar o perfil biodisponibilidade do CIPRO livre e

encapsulado em lipossomas no HA durante 7 dias de experimento.
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Figura 35. Quantificacdo de CIPRO nas amostras de HA em funcdo do tempo para

as preparagdes de CIPRO livre 5 mg/mL (®) e lipo CIPRO (e).

Para comparacdo das amostras de CIPRO livre e CIPRO encapsulado em
lipossomas no HA foram determinadas as areas sob a curva (AUC) pelo método do
trapezoide a partir do grafico da concentragdo do farmaco em funcdo do tempo (figura 35).
Essas determinagdes foram utilizadas no teste t-Student para andlise estatistica dos

resultados, com significancia de p < 0,05.
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Figura 36: Ilustragdo da andlise estatistica pelo teste t-Student aplicada aos
resultados de AUC obtidos a partir do HA para solugdo de CIPRO livre 5 mg/mL (m) e lipo

CIPRO (m) nas primeiras 24 horas de ensaio.

A andlise estatistica representada na figura 36 mostrou que as amostras de HA de
CIPRO livre e CIPRO encapsulado em lipossomas apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando aplicado o teste t-Student com significancia de
p < 0,05 nas primeiras 24 horas de ensaio. Apds este periodo ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre a amostra de CIPRO livre e lipo CIPRO.

Na figura 37 pode-se observar o perfil biodisponibilidade do CIPRO livre e

encapsulado em lipossomas no HV durante 7 dias de experimento.
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Figura 37. Quantificagdo de CIPRO nas amostras de HV em funcdo do tempo para

as preparagdes de CIPRO livre 5 mg/mL (®) e lipo CIPRO (®).

Para comparagdo das amostras de CIPRO livre e CIPRO encapsulado em
lipossomas no HV foram determinadas as areas sob a curva (AUC) pelo método do
trapezoide a partir do grafico da concentragdo do farmaco em funcao do tempo (figura 37).
Essas determinagdes foram utilizadas no teste t-Student para analise estatistica dos

resultados, com significancia de p < 0,05, e estdo ilustradas na figura 38.
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Figura 38: Ilustracdo da andlise estatistica pelo teste t-Student aplicada aos
resultados de AUC obtidos a partir do HV para solugdo de CIPRO livre 5 mg/mL (m) € lipo

CIPRO (m).

A analise estatistica representada na figura 38 mostrou que as amostras de HV de
CIPRO livre e CIPRO encapsulado em lipossomas apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando aplicado o teste t-Student com significancia de p <
0,05.

A tabela 9 ilustra os valores de AUC para as amostras de HA ¢ HV.

Tabela 9: Area sob a curva (AUC) determinada pelo método do trapezéide a partir

da curva de liberagdo de cada uma das replicatas das amostras.

Determinacio - AUC
Amostras
Média Desvio padrao

) HA 23,2586 4,2659

CIPRO livre 5 mg/mL
HV 18,1098 1,0879
] HA 29,2652 2,2164

Lipo CIPRO

HV 21,7214 2,8494

Luana Cardoso de Oliveira



Resultados e Discussao 79

A concentra¢do de CIPRO no HA e HV apos aplicagdo por via subconjuntival em
olhos saudaveis de coelhos albinos foi relacionada a MICy, para microorganismos
comumente associados com infecgdes do segmento posterior e anterior do olho. A tabela
10 apresenta a MICy de ciprofloxacino para os principais patogenos associados as

infec¢des oculares.

Tabela 10. Atividade in vitro de ciprofloxacino contra patdgenos oculares

(COKINGTIN e HYNDIUK, 1991).

Bactéria MICyy (ng/mL)
Streptococcus pneumoniae 2,00
Staphylococcus epidermidis 0,50
Staphylococcus aureus 0,61
Enterococci 2,00
Escherichia coli 0,08
Proteus mirabilis 0,18
Klebsiella pneumoniae 0,24
Pseudomonas aeruginosa 0,73

Ap6s aplicagdo subconjuntival, lipossomas mantiveram, no HA, niveis de CIPRO
maiores que a MICy para os patogenos oculares mais comuns incluindo Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, e a maioria das espécies de Enterobacteriacae por 8
horas. O farmaco livre manteve-se nestas concentragdes por 6 horas aproximadamente.
Mesmo 12 horas apos a administracdo subconjuntival de CIPRO encapsulado em
lipossomas, a concentragdo manteve-se efetiva para Escherichia coli, Proteus mirabilis e
Klebsiella pneumoniae.

A preparacdo lipossomal manteve a MICq também para Streptococcus pneumoniae

e Enterococci por mais de 4 horas enquanto que o farmaco livre a manteve por 3 horas.
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A concentragdo de CIPRO no vitreo ainda era superior a MICy, para Escherichia
coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumonia por volta de 4 horas apos a administra¢do
das amostras de CIPRO livre e encapsulado em lipossomas. A preparacdo de lipossomas
também apresentou concentragdo superior para Staphylococcus epidermidis depois de 1
hora da aplicagao.

A administracdo subconjuntival de CIPRO alcangou, em média, 9,9 e 5,2 vezes
mais concentra¢do de farmaco na camara anterior que no vitreo nas primeiras 8 horas para

as preparagdes de lipossomas e farmaco livre, respectivamente.

Desta forma, pode-se concluir que a encapsulagdo do CIPRO no sistema proposto
direcionou o farmaco para o compartimento anterior do olho e proporcionou a obtencdo de
Cmax maior para alguns patdgenos oculares quando comparada ao farmaco livre. Este
resultado pode beneficiar pacientes pré e pds cirurgicos que requerem administragdo da

solugdo tdpica de antibidtico de hora em hora.
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CONCLUSOES

o Nas condicdes estudadas é possivel o revestimento dos lipossomas com
PLGA numa concentracdo méaxima equivalente a relacdo molar FSH:PLGA 40:0,085,

aproximadamente.

o Tanto a adicdo de PLU quanto a de PLGA foi eficiente em aumentar a

eficiéncia de encapsulacao dos lipossomas.

o O aumento da concentracdo de FSH de 40 para 50 mM ndo foi suficiente

para ocasionar aumento significativo da encapsulacdo de CIPRO.

o O tamanho dos lipossomas é reduzido quando se incorpora PLGA ou PLU

as preparacoes.

o A adigdo de CIPRO ao sistema provocou aumento do tamanho das vesiculas
quando comparadas as preparacdes isentas de antibiotico. Porém, o didmetro médio dos

lipossomas diminuiu com o aumento da concentracdo de farmaco.

o Neste estudo, o aumento da concentracdo de FSH de 40 para 50 mM

aumentou o tamanho dos lipossomas.
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o Os ensaios de liberacdo in vitro demonstraram que todas as preparacdes de
lipossomas e a preparacdo de gel de PLU apresentaram menor velocidade de liberacdo do

farmaco quando comparadas a preparacdo de farmaco livre.

o A presenca de PLGA nas preparacOes de lipossomas diminuiu ainda mais a
velocidade de liberacdo do farmaco quando se compara com as preparacles isentas de
polimero. Lipossomas revestidos com PLGA também foram mais eficientes em diminuir a
velocidade de liberacdo que gel de PLU e lipossomas contendo PLU ap6s 5 e 6 horas de

liberacéo, respectivamente.

° O estudo in vivo demonstrou que lipossomas mantiveram a MICq de
CIPRO por mais tempo que o fA&rmaco em solu¢do na mesma concentracéo nas amostras de
HA. As diferencas foram estatisticamente significativas quando aplicado o teste t-Student

com significancia de p < 0,05 nas primeiras 24 horas de ensaio.

o As amostras de HV de CIPRO livre e CIPRO encapsulado em lipossomas
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). Além disso, a
concentracdo de CIPRO no vitreo ainda era superior a MICgy para alguns patdgenos em
torno de 4 horas ap6s a administracdo das amostras de CIPRO livre e encapsulado em

lipossomas.

o O ensaio de liberagdo in vivo demonstrou que a preparagdo lipossomal
aplicada via subconjuntival apresentou uma concentracdo de farmaco maior para alguns

patdgenos quando comparada ao farmaco livre.
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