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RESUMO

Este estudo relata o desenvolvimento e caracterizacdo de uma formulacéo
lipossomal contendo o anestésico local tetracaina, visto que o emprego de lipossomas na
area farmacéutica tem encontrado ampla aceitacdo, ndo somente na terapia clinica como no
segmento da cosmética, podendo atuar veiculando os principios ativos no organismo,
tecidos ou células e aumentando sua eficacia terapéutica. O presente estudo teve como
objetivo a incorporagdo do farmaco tetracaina em lipossomas e a caracterizacdo das
formulacdes lipossomais obtidas. Os lipossomas foram preparados utilizando a técnica de
hidratacéo do filme seco de lipidios seguida de sonicacéo, sendo compostos pelo fosfolipidio
lecitina de soja. Inicialmente foi realizado um planejamento experimental do tipo DCCR
(Delineamento Composto Central Rotacional) visando otimizar as condi¢gdes de sonicagcdo
das particulas contendo 100% de lipidio. A determinagdo do raio hidrodinAmico e
distribuicdo do tamanho das vesiculas foi realizada por meio de espalhamento de luz a
laser, sendo a condigdo 6tima de sonicagdo estabelecida a uma poténcia de 16 KHz e
tempo de 3 minutos, obtendo-se tamanhos menores que 800 nm. Em seguida, as
formulacdes lipossomais foram realizadas de duas formas: incorporando-se o farmaco na
fase hidrofilica ou na fase lipofilica. Em ambos os casos, foram realizados planejamentos
experimentais do tipo DCCR, tendo como variaveis investigadas a relacao lipidio/colesterol e
a concentracdo de tetracaina, e como variaveis resposta a eficiéncia de encapsulagéo e o
didametro médio das vesiculas. A eficiéncia de encapsulacao foi avaliada por meio da técnica
de ultracentrifugacdo a 30.000 rpm por duas horas (10 °C), sendo a concentracdo de
tetracaina determinada por espectrofotometria a 310 nm. A maxima eficiéncia de
encapsulagéo (39,7%) foi obtida na fase hidrofilica para uma concentracdo de tetracaina de
8,37 mg/mL e relacao lipidio/colesterol de 79,5:20,5 %. Os lipossomas contendo tetracaina
apresentaram estabilidade de aproximadamente 30 dias quando armazenados em

suspensdo a 4° C, sem alteragdes nos aspectos macro e microscopico.

Palavras-Chave: Sistemas de Liberacdo Controlada, Anestésicos Locais, Lipossomas.
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ABSTRACT

This study reports the development and characterization of a liposomal formulation of the
local anesthetic tetracaine, once that the usage of liposome in the pharmaceutical area has
found wide acceptance not only in the clinic therapy, as in the cosmetic segment, it can work
linking the active ingredients in the body, tissues or cells and increasing its therapeutic
efficiency. The present study aiming the incorporation of the drug tetracaine on liposome and
its characterization. The liposomes were prepared using the hydration of dry film lipids
technique followed by sonication, being composed by the soya lecithin phospholipid. Initially
a Central Composite Rotatable Design was realized to optimize the conditions of sonication
of the particles containing 100 % lipid. The determination of hydrodynamic radius and size
distribution of vesicles was done by laser light scattering, and the condition of sonication was
established at a power of 16 KHz and 3 minutes, obtaining sizes smaller than 800 nm. After,
the liposomal formulations were performed on two ways: incorporating the drug on the
hydrophilic phase or on the lipophilic phase. On both cases, was used an experimental
planning, having as investigated variables the lipid/cholesterol ratio and the tetracaine
concentration, and as response variables the encapsulation efficiency and liposomes size.
The encapsulation efficiency was evaluated by the ultracentrifugation technique at 30,000
rom for two hours (10°C), and tetracaine concentration was determined by
spectrophotometry at 310 nm. The maximum encapsulation efficiency (39.7%) was obtained
on the hydrophilic phase at a concentration of 8.37 mg/mL of tetracaine and 79.5:20.5%
lipid/cholesterol ratio. Lipossomal dispersions presented stability of about 30 days when

stored at 4°C, without changes in macro and microscopic aspects.

Key words: Controlled Release Systems, Local Anesthetics, Liposomes.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os anestésicos locais (AL) sdo uma classe de farmacos capazes de induzir o alivio
da dor aguda ou cronica em virtude de se ligarem aos canais de sddio (Na*) das membranas
excitaveis, bloqueando assim o influxo destes ions e a propagacdo do impulso nervoso
(COVINO e VASSALLO, 1985). Entre estes se encontra a tetracaina, um anestésico local
potente, do tipo amino-éster, usado principalmente por via tdpica em oftalmologia e indicado
para medigdo da pressao intra-ocular (tonometria), remocdo de corpo estranho, sutura de
cornea e raquianestesia (LOFSTROM, 1970). As limitacbes do uso da tetracaina estéo
relacionadas a sua baixa estabilidade quimica (hidrélise da ligacdo éster por esterases
plasméticas) e sua toxicidade sistémica.

Por apresentar uma estrutura cilindrica e ser bastante hidrof6bica, a tetracaina se
insere facilmente nas membranas, penetrando profundamente e desorganizando a
bicamada em relacdo a outros tipos de anestésicos do tipo amino-amida e amino-éster
(LOFSTROM, 1970).

Os beneficios do uso deste anestésico como medicamento tOpico podem ser
potencializados por meio do desenvolvimento de uma formulacdo encapsulada capaz de
modular a sua taxa de liberacdo, de modo a controlar a farmacodinamica (potencializacédo
do efeito terapéutico), a farmacocinética (absorcdo e distribuicdo) e/ou os efeitos
toxicoldgicos (locais ou sistémicos).

Os lipossomas sdo vesiculas coloidais fosfolipidicas, extensivamente estudadas
como transporte seguro e eficaz de farmacos e compostos ativos (MARGALIT, 1995). A
grande potencialidade terapéutica desses carreadores deve-se a sua versatilidade estrutural
em termos de tamanho, composi¢do lipidica, carga superficial, fluidez da membrana e sua
capacidade de incorporar tanto farmacos lipofilicos na membrana lipidica, quanto farmacos
hidrossoliveis no compartimento aquoso interno (ANSEL et al., 2000). Para a industria

farmacéutica, novas tecnologias de sistemas de liberagdo controlada representam uma



ferramenta estratégica com a finalidade de condicionar a velocidade e o local de liberagéo
dos farmacos (SAHOO e LABAHASETWAR, 2003).

O objetivo do presente estudo consistiu em preparar e caracterizar lipossomas
contendo o anestésico local tetracaina, sendo preparados carreadores em duas fases: fase
hidrofilica, com a incorporagdo do farmaco durante a hidratacdo do filme lipidico, e fase
lipofilica, incorporando a tetracaina durante a preparagdo do filme. As duas formas de
preparagdo foram realizadas com a finalidade de se determinar qual metodologia poderia
acarretar numa maior eficiéncia de encapsulacdo do farmaco. Os experimentos foram
realizados por meio de um planejamento de experimentos, visto que ha uma auséncia
significativa da aplicacdo desta ferramenta estatistica nas pesquisas envolvendo sistemas
de liberacdo controlada de farmacos. Tais planejamentos permitem a obtencdo de
informagbes precisas sobre as variaveis de interesse com um menor ndmero de

experimentos, levando a obtencéo de resultados confiaveis e reprodutiveis.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Preparar e caracterizar lipossomas contendo o anestésico local tetracaina.

1.2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a melhor condicdo de poténcia e tempo de sonicacdo sobre o tamanho de
lipossomas contendo apenas lipidio por meio de um planejamento experimental.

- Preparar lipossomas contendo tetracaina na fase hidrofilica utilizando diferentes
composicdes lipidio-colesterol e diferentes concentragcdes da droga por meio de um

planejamento experimental.

- Preparar lipossomas contendo tetracaina na fase lipofilica utilizando diferentes
composi¢cles lipidio-colesterol e diferentes concentragbes da droga por meio de um

planejamento experimental.

- Caracterizar os lipossomas (capacidade de encapsulacéo, tamanho e estabilidade in vitro).



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1. Lipossomas

As primeiras tentativas para a obtencdo de um sistema transportador eficaz tiveram
como base experimentos utilizando vesiculas de nylon e outros polimeros sintéticos para o
encapsulamento de biomoléculas. Contudo, essa abordagem mostrou-se totalmente
inadequada, visto que essas vesiculas de material artificial se acumulam no organismo
(SANTOS e CASTANHO, 2002).

Nos ultimos 30 anos, o desenvolvimento da nanotecnologia gerou diversos desafios
na area de inovacao farmacoldgica e esta transformando a area dos sistemas de liberacao
de compostos biologicamente ativos (COUVREUR e VAUTHER, 2006).

A descoberta sobre o comportamento de determinados lipidios em meio aquoso foi
feita por Alec Bangham, em 1965. Esses estudos mostraram a capacidade desses lipidios
de se organizarem em bicamadas e formarem vesiculas esféricas artificiais, capazes de
oferecerem barreiras para a difusdo do soluto, sendo este 0 primeiro avan¢o na area. Tais
sistemas tém sido amplamente estudados no mundo com o propésito de direcionar e
controlar farmacos (SAKATA et al., 2007).

Allison e Gregoriadis demonstraram, em 1971, as propriedades imunoadjuvantes dos
lipossomas (SIMONETTI e ANDRADE, 1996). Partindo desses estudos, outros avangos
relacionados a aplicagdo de lipossomas foram desenvolvidos, inclusive uma vacina
associada contra hepatite A, que foi licenciada em humanos em 1995 (FREZARD et al.,
2005). Portanto, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada tem sido alvo de
estudos h& pelo menos quatro décadas, sendo utilizados como carreadores de drogas
antivirais, antifungicos, antibiéticos, medicamentos anti-cancer e melhoria nas propriedades
terapéuticas dos anestésicos locais (LAW et al.,2000; KOTWANI et al., 2002; ERRIDGE et
al., 2002; MURA et al., 2007; BRIONES et al., 2008).

Conceitualmente os lipossomas correspondem a sistemas carreadores coloidais, sob
a forma de vesiculas esféricas microscépicas, constituidos de uma ou varias bicamadas
concéntricas de lipidios, que isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio

externo. As caudas hidrofébicas dos lipidios estdo voltadas para o interior das vesiculas,



enquanto suas cabecas polares para o exterior da bicamada, mantendo o contato com a
fase aquosa (RANADE, 1989).

Sua membrana lipidica € capaz de controlar a liberagdo de moléculas hidrofilicas
encapsuladas na cavidade aquosa, por meio da difusdo lenta, assim como as moléculas
lipofilicas, mediante a a¢do dos liquidos corporais sobre a estrutura da membrana
lipossomal (ANSEL et al., 2000).

O grande valor dos lipossomas como modelo de biomembranas se da pelo fato das
vesiculas poderem ser preparadas a partir de constituintes naturais, com finalidade de se
obter uma estrutura idéntica a porgdo lipidica das membranas biologicas, inclusive a
humana. Esta similaridade entre lipossomas e membranas naturais pode ainda ser
melhorada pela inclusdo de proteinas, formando um ambiente que se aproxima ainda mais
do fisiolégico, mas com o beneficio de se poder controla-lo, de maneira a determinar o papel
de cada componente em um determinado fendmeno a ser estudado (ORIVE et al., 2004).

A adicdo de compostos naturais como o PEG (polietilenoglicol) a superficie dos
lipossomas possibilita 0 aumento do tempo de permanéncia deste carreador na corrente
sanguinea, minimizando sua captura por macrofagos. Estudos mostram que a natureza da
interacdo entre os lipidios, a composicao e o método de preparo dos lipossomas determina
o padrao, o tamanho e o nimero de bicamadas lipidicas formadas. O tamanho do lipossoma
afeta a biodistribuicdo, pois, ap6s a administracdo subcutanea, lipossomas menores que
120 nm atravessam rapidamente os capilares, enquanto que lipossomas com cerca de 200
nm ou mais tendem a permanecer no local da injegcdo (GRANT e BANSINATH, 2001). Na
administragdo por via intramuscular, o destino dos lipossomas varia conforme o diametro: os
menores passam para a corrente sanguinea; os de tamanho médio dirigem-se para o
sistema linfatico, enquanto que os maiores permanecem localizados e liberam lentamente
seu conteudo. Quando injetados por via venosa, 0s lipossomas sao rapidamente removidos
da corrente sanguinea, principalmente pelas células fagocitarias do sistema reticulo-
endotelial do baco, pelas células de Kupffer do figado e também pelos hepatdcitos. Dentro
dessas células os lipossomas fundem-se com os lisossomas e a estrutura do fosfolipidio &
degradada, permitindo a liberagcdo do farmaco que foi incorporado em seu interior
(SIMONETTI e ANDRADE, 1996).

A vantagem dos lipossomas como carreadores de farmacos € a sua
biocompatibilidade elevada, especialmente quando estes sdo formados de lipidios
pertencentes as familias de lipidios naturais (FREZARD, 2005). O processo de
encapsulagéo consiste em aprisionar um farmaco dentro do lipossoma, sendo que este sera

orientado pela sua hidrofilicidade ou lipofilicidade. As drogas hidrofilicas tendem a



permanecer no compartimento central e aquoso e os farmacos lipofilicos encontram-se
dispersos na bicamada lipidica, permanecendo mais tempo encapsulados devido ao alto
particionamento na fase membranar (HARRYet al., 1997).

A encapsulacdo de farmacos em lipossomas tem a fungdo de veicular uma
concentrac@o necesséria e determinada de um farmaco (anestésicos, vacinas, bactericidas,
antivirais, etc.), em um local ou 6rgéo especifico. Através da afinidade das biomembranas
com as células locais, os lipossomas podem promover uma liberacdo lenta e controlada da
droga. Neste caso, a ocorréncia de uma possivel toxicidade sistémica sera minimizada, pois
somente uma fracdo desejavel da droga sera disponibilizada para o local de determinada
acao, o que aumentara a eficacia da droga minimizando seus efeitos adversos. Isto porque
ha similaridade entre os monbmeros lipidicos constituintes dos lipossomas (fosfatidilcolina
de ovo, de soja ou sintética) com as membranas biolégicas humanas (MALINOVSKY et al.,
1997).

Alguns produtos lipossomais aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e
comercializados incluem: Ambisome® (anfotericina B lipossomal), indicado para tratamento
de infec¢des fungicas sistémicas e para segundo tratamento da leishmaniose; Daunoxome®
(daunorrubicina lipossomal), para tratamento de Sarcoma de Kaposi; Doxil® (daunorrubicina
em lipossomas furtivos), para Sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e de mama; Depocyt®
(citarabina lipossomal), para meningite; e Visudyne® (verteporfina lipossomal), para
degeneracdo macular com tratamento a laser.

De maneira geral, os lipossomas podem ser classificados em cinco categorias, de

acordo com sua composicao e aplicagéao:

a) Lipossomas convencionais

Séo formados de fosfatidilcolina ou de surfactantes néo idnicos e colesterol. Esses
lipossomas, quando administrados por via endovenosa, sdo naturalmente capturados pelos
macrofagos do sistema mononuclear fagocitario, principalmente do figado, do bago e da
medula 6ssea. Quando os farmacos sdo administrados na forma encapsulada nos
lipossomas convencionais ocorre um aumento da concentracdo desses carreadores nos
orgdos citados, assim como a reducdo da concentracdo em Orgdos que apresentam

capilares continuos.

b) Lipossomas de longa circulagéo



S&o lipossomas com a superficie modificada de tal modo que ndo sejam
reconhecidos pelas células do sistema fagocitario mononuclear. Tais carreadores
representam um passo determinante para sua aplicagéo in vivo.

A primeira geracdo desses lipossomas continha componentes hidrofilicos naturais
como o monosialogangliosidio GM1, com a finalidade de torna-los similares aos eritrocitos
(ALLEN e CHONN, 1987) e foram denominados lipossomas stealth. O desenvolvimento da
segunda geracdo de lipossomas de longa circulacdo foi motivado pela busca de outras
opcles clinicamente seguras, 0s quais contém ha sua composi¢cao derivados lipidicos do
polimero hidrofilico  polietilenoglicol (PEG), sendo escolhido 0 metoxiPEG-
diestearilfosfatidiletalonamina (MPEG-DSPE) para a preparagdo de lipossomas
estericamente estabilizados (KLIBANOV et al.,1990). Tem sido demonstrado que o0s
lipossomas de longa duracdo podem ser passivamente direcionados para varios tipos de

tumores, pelo fato de eles poderem circular por tempo prolongado e extravasar nos tecidos
com permeabilidade vascular elevada (LASIC, 1998; SAPRA e ALLEN, 2003).

Nesses lipossomas, a presenca de grupos hidrofilicos na superficie pode ser capaz
de formar um obstaculo estérico as proteinas do plasma, atuando como opsoninas. Desse
modo, os mesmos ficam protegidos do reconhecimento e consequente destruigcdo por parte
das células do sistema fagocitario mononuclear. Estudos demonstram que a concentragéo
do conjugado PEG na composi¢cdo da membrana e o tamanho da cadeia do polimero afetam
as caracteristicas de longa circulagédo desses lipossomas (SEMPLE et al.,1998).

Chou et al. (2006) avaliaram a atividade da doxorrubicina encapsulada em
lipossomas furtivos (Lipo- Dox®) em pacientes com carcinoma ovariano epitelial resistente a
platina na dose de 45 mg/m?® a cada quatro semanas. A eficacia do Lipo-Dox foi constatada
em cancer recorrente e platina-resistente.

Lukyanov et al. (2004) modificaram lipossomas de longa duragdo contendo
doxorrubicina, comercialmente disponiveis como Doxil®, com anticorpos monoclonais que
conseguem reconhecer antigenos da superficie do tumor, mas ndo de células normais. Um
aumento da citotoxidade desses lipossomas sitio-especificos foi constatado nas células

cancerigenas.

c) Lipossomas pH-Sensiveis
Nos lipossomas pH-sensiveis as suas bicamadas lipidicas s&o intrinsicamente
instaveis, ndo sendo capazes de formacao da bicamada a uma determinada temperatura, a

chamada temperatura de transicdo de fase hexagonal (TH). Para estes lipidios obterem a



fase lamelar é necesséria a adicdo de compostos carregados em pH neutro, 0s quais
perdem suas cargas em pH &cido, portanto sua capacidade de estabilizar a bicamada.

A associacdo de lipidios polimérficos (fosfatidiletanolamina insaturada), com
compostos anfifilicos fracamente acidos, como por exemplo o &cido oléico, vem sendo a
classe de formulagdo mais estudada dos lipossomas pH-sensiveis (DRUMOND et al.,2000).

A utilizacdo dos lipossomas pH-sensiveis ocorre na liberagdo do farmaco no
citoplasma ou tecido intersticial das células tumorais, devido ao reduzido pH desse meio
quando comparado ao pH fisiolégico normal. Os resultados obtidos apontam para um
produto Util como carreador de agentes de imagem na identificacdo de focos inflamatorios e

infecciosos.

d) Lipossomas catiénicos

A busca de novas estratégias para o combate a tuberculose tem mostrado que o uso
de vacinas de DNA veiculadas em lipossomas catidbnicos € bastante promissor. Estes
lipossomas, que apresentam carga positiva na superficie, tém sido utilizados para a
liberacdo de acidos nucléicos dentro da célula (DASS e CHONG, 2006).

A obtencdo de lipossomas catidnicos consiste na alimentacdo e recirculagdo da
disperséo lipidica em fase alcodlica para promover a adsor¢céo destes lipidios em um tubo
de vidro, drenagem do sistema e secagem. Os lipidios catibnicos apresentam uma ou duas

cadeias de acidos graxos acopladas a um grupo éster e um grupamento aminico hidrofilico.

e) Lipossomas termo-sensiveis

A mistura de lipidios sintéticos, como por exemplo, a dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) e a diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), formam este tipo de lipossoma. Tais lipidios
possuem uma temperatura de transicdo de fase (Tt) alguns graus acima da temperatura
fisiolégica (SANDIP et al., 2000).

1.3.2. Preparacédo de lipossomas e capacidade de encapsulacdo de

sustancias

De acordo com o processo de preparacado, os lipossomas podem ser classificados
como unilamelares (apresentam apenas uma bicamada lipidica) e multilamelares (possuem
mais de uma bicamada lipidica). Os lipossomas unilamelares por sua vez, podem variar de

tamanho, sendo os maiores (LUV- Large Unilamellar Vesicles) com proporc¢des que variam



entre 100 a 1000 nm, e os menores (SUV- Small Unilamellar Vesicles) com tamanhos, em
geral, menores que 100 nm (NEW, 1990). Os lipossomas do tipo LUV e SUV s&o obtidos a
partir das vesiculas multilamelares por meio de processos mecanicos, eletrostaticos ou
quimicos.

De maneira geral, a preparagdo de lipossomas multilamelares (MLV’s) é feita por
meio do método da “hidratagdo do filme seco de lipidios”. Esse processo consiste na
dissolucao dos lipidios em solvente orgénico, o qual evapora para a formacao do filme e na
subseqglente hidratacdo deste filme com agua ou solug¢do tampao, sob agitacdo mecanica
vigorosa.

Outro método utilizado é o de evaporagdo em fase reversa, que leva a formacao de
lipossomas oligolamelares de tipo REV’s (Reverse Phase Evaporation Vesicles). Esse
processo permite alcangar maiores taxas de encapsulagdo que o método de hidratagédo do
filme seco. Entretanto, os lipossomas de tipo REV’'s se mostram menos estaveis que
aqueles do tipo MLV’s.

Um inconveniente dos dois métodos citados é que as preparacdes resultantes sé
podem ser armazenadas na forma de suspensdo aquosa, o que limita o seu potencial como
produto farmacéutico, mesmo se a substancia encapsulada apresenta um baixo coeficiente
de permeabilidade ou se a preparacdo € mantida na forma de sedimento com pequeno
volume externo.

Recentemente, métodos foram propostos para a preparacdo de lipossomas em
escala piloto com possibilidade de escalonamento para a escala industrial, como o método
de injecdo de etanol com fluxo cruzado, utilizando um mdédulo de injecao multipla (WAGNER
et al., 2002) baseado na técnica de injecdo de etanol (NEW, 1990; PUISIEUX et al., 1995). A
preparacdo de lipossomas através da técnica de fluxo cruzado ocorre em ambiente estéril,
sem o imperativo de esterilizacdo posterior do produto acabado, sendo o equipamento
qualificado para despirogenizacao e adaptado para esterilizacdo pelo calor.

O método de aquecimento de uma disperséo de fosfolipidios e colesterol em glicerol
a 120°C permite a obtencdo de lipossomas em escala piloto de 1L de preparagéo
lipossbmica, sendo possivel sua utilizagdo em escala industrial. Neste método ndo ha uso
de qualquer produto quimico ou processos que causem estresse mecanico durante a
preparacdo da formulacdo lipossomal, sendo o aquecimento o passo principal desta
metodologia. Foram obtidos pelo método de aquecimento lipossomas anibnicos
complexados com célcio e DNA, referidos como HM-lipossomas. (MOZAFARI, 2005).

O processo de encapsulacdo da biomolécula pode ser feito incorporando-a

diretamente na solucdo tampdo (hidrofilicos) ou dissolvendo-a na mistura lipidica
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(lipofilicos). De acordo com FREZARD et al. (2005), maiores taxas de encapsulacao e de
retencdo sdo obtidas com lipossomas constituidos de fosfolipidio de alta temperatura de
transicdo de fase (dipalmitoilfosfatilcolina, Tt = 42°C), de colesterol e de fosfolipidio
carregado negativamente.

Sao dois os parametros importantes em relacdo a medida de capacidade de
encapsulacdo de substancias em lipossomas: a taxa de encapsulagéo e a relacdo entre
substancia encapsulada e o teor de lipidios. Esta relacdo devera ser maximizada, pois
guanto menor a quantidade de lipidio veiculada, menores serdo 0s riscos associados aos
mesmos. Taxas de encapsulagdo proximas a 100% podem ser obtidas com substancias
lipofilicas incorporadas na membrana dos lipossomas. Os parametros citados acima devem
ser levados em consideragdo quando se faz a escolha do método de preparacdo a ser
utilizado, sobretudo para o desenvolvimento de uma preparacéo farmacéutica.

Outro fator importante a se considerar no processo de encapsulagéo é verificar se a
substancia esta efetivamente incorporada na membrana e ndo simplesmente adsorvida na
sua superficie ou auto-associada na forma de microcristais em suspensao com 0S
lipossomas. No caso de substancias hidrossollveis, é improvavel atingir niveis de
encapsulacdo de 100%, devido a necesséria co-existéncia dos compartimentos aquosos
interno e externo.

Os lipossomas sédo classicamente preparados a partir do glicerofosfolipidio
fosfatidilcolina, sendo a variacdo do seu didmetro de 20 a 5000 nm. Quando a membrana
destas vesiculas lipidicas se encontra na fase cristal-liquido ou “fluida”, ela foi formada por
lipidios cuja temperatura de transicdo (Tt) € menor que a temperatura do meio estudado,
permitindo a esses lipidios e suas cadeias hidrocarbonadas uma maior liberdade de
movimento. Exemplos desse comportamento podem ser encontrados nos lipidios formados
dedimiristoilfosfatidilcolina (Tt = 23°C) ou de dioleilfosfatidilcolina (Tt < 0°C).

A fase gel ou “rigida”, de modo contrario, é formada de lipidios de temperatura de
transicdo maior que a do meio estudado, restringindo o movimento dos lipidios e
apresentando cadeias hidrocarbonadas com conformagéao “toda-trans”, como os lipossomas
formados de diesteraroilfosfatidilcolina (Tt = 55°C), por exemplo.

O colesterol representa um importante componente lipidico, podendo aumentar a
rigidez de suas membranas no estado cristal liquido e reduzir a rigidez e defeitos estruturais
na fase gel.

A carga dos lipidios, sendo positiva ou negativa, também deve ser levada em
consideracado, visto que podera influenciar na taxa de incorporagdo de substancias, pois

impedem a agregacado/fusdo das vesiculas lipidicas e orientam seu destino no organismo.
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1.3.3. Anestésicos locais/Tetracaina

Foi em 1860 que a cocaina foi isolada pela primeira vez por Albert Niemann, que
constatou que a mesma causava entorpecimento na lingua. As propriedades anestésicas da
cocaina levaram a sua classificacdo como primeiro anestésico local. Em 1884, Carl Koller
introduziu a cocaina na pratica clinica como um anestésico para cirurgia oftalmolégica
(ARAUJO et al., 2008). Experiéncias posteriores, realizadas por Sigmund Freud,
demonstraram o potencial de dependéncia quimica, o que levou a proibicdo da cocaina em
1914.

O primeiro anestésico local (AL) sintético surgiu em 1904, a procaina, que se tornou
0 protétipo dos anestésicos locais por quase meio século (DE JONG, 1994). Outros
derivados do &cido para-amino benzoico, tal qual a procaina, foram sintetizados e
mostraram-se mais potentes, como a tetracaina, e menos téxicos, como a cloroprocaina.

O controle da dor € uma constante preocupacdo para a area de saude e 0s
anestésicos locais sdo muito utilizados, tornando-se um dos farmacos mais utilizados em
procedimentos cirargicos (FRANZ-MONTAN, 2009). O mecanismo de a¢édo dos anestésicos
locais esta ligado ao bloqueio dos canais de sédio, impedindo a despolarizacdo normal e
mantendo a célula em estado de repouso (LOFSTROM, 1970). Estes anestésicos consistem
de uma porcéo lipofilica (um anel aromético ndo saturado) e uma porcéo hidrofilica (amina
terciaria) separadas por uma conexdo de cadeia de hidrocarbono, sendo a porcao lipofilica
essencial para a atividade anestésica (STOELTING e HILLIER, 2007).

Os anestésicos locais podem ser classificados, conforme sua cadeia intermediaria,
em dois tipos: ésteres ou amidas. Esta classificagdo tem importancia clinica, pois esta
associada a duracdo dos efeitos dos mesmos e ao risco de alergias. Os ésteres s&o
hidrolisados por enzimas do plasma e de alguns tecidos, o que pode determinar um efeito
menos duradouro, e também possuem um maior risco de alergias. As amidas tém
metabolismo hepético e maior tempo de duracdo, demorando mais para serem ativadas
(FRACETO e DE PAULA, 2006). A tetracaina é uma excec¢do: apesar de ser um éster, é
considerado um AL de longa duragcdo (WANMACHER, 1999).

Os anestésicos locais sdo bases organicas fracas e pouco sollveis em agua e por
esse motivo as solucbes comerciais sdo preparadas como sais acidos (hidrossoltveis),
geralmente obtidos por adigdo de &cido cloridrico. Assim, apesar de serem bases fracas, as
preparacfes farmacéuticas (hidrocloretos) sédo levemente acidas, com o pH variando entre
45 a 6,0. Esta acidez aumenta a estabilidade das solucBes anestésicas. Quando o

anestésico local € injetado nos tecidos (pH = 7,4), ha tamponamento do &cido, liberando
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base em forma néo ionizada, passivel de ser absorvida. Quando o pH do meio néo favorece
essa transformacdo, a acdo do anestésico ndo se processa. Isto ocorre na presenca dos
processos inflamatérios e/ou infecciosos, em que o pH tecidual extremamente baixo
promove ionizagdo da molécula impedindo sua acdo. Em meio &cido, as bases recebem
ions hidrogénio e tornam-se carregadas positivamente (ionizadas ou polarizadas),
diminuindo seu poder de atravessar membranas celulares (menor lipossolubilidade). O
excesso de AL num mesmo sitio de agdo ndo determina uma melhor anestesia, mas sim
uma menor resposta tecidual, pois esgota a capacidade tamponante do meio, nao liberando
a base para a ligagdo (ANDRADE, 2006).

A escolha de um AL quando o paciente ndo tem alteracbes sistémicas ou em
tratamento médico deve ser feita pelo profissional com base no tempo de duracdo da
anestesia e perspectiva em relacdo ao procedimento clinico a ser realizado (MALAMED,
2005; ANDRADE, 2006).

Todos os anestésicos locais tém acdo vasodilatadora, o que faz com que tenham
uma rapida absor¢é@o pela corrente sanguinea, diminuindo o tempo de anestesia e a sua
concentracdo no local. Para diminuir esses efeitos, estas drogas usualmente séo associadas
com vasoconstrictores, tais como adrenalina, noradrenalina e levonordefrina. O maior tempo
de contato da droga com as fibras nervosas eleva o tempo de anestesia local, diminuindo o
risco de toxicidade sistémica e promovendo a homeostasia (MALAMED, 2005; ANDRADE,
2006). As Tabelas 1.1 e 1.2 demonstram o tempo de duracdo e as doses maximas

recomendadas para alguns anestésicos locais., respectivamente.

Tabela 1.1: Duracéo da anestesia local em fungéo do tipo de anestésico local

Curta Duragéao Duracgao intermediéria Longa Duracgéo
Procaina (éster) Lidocaina (amida) Tetracaina (éster)
Cloroprocaina (éster) Mepivacaina (amida) Ropivacaina (amida)
Prilocaina (amida) Bupivacaina (amida)

Articaina (amida)

Fonte: Baseado em MALAMED (2005)
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Tabela 1.2: Principais anestésicos locais e suas doses maximas recomendadas

Anestésico Local Dose maxima (mg) Maximo absoluto
(por kg de peso) (independente da massa) (mg)
Lidocaina 2% 4.4 300
Lidocaina 3% 4.4 300
Mepivacaina 2% 4,4 300
Mepivacaina 3% 4,4 300
Articaina 4% 7,0 500
Prilocaina 3% 6,0 400
Bupivacaina 0,5% 1,3 90
Tetracaina0,5% 5,0 300

Fonte: Baseado em MALAMED (2005)

Introduzida em 1932, a tetracaina é um potente anestésico local, do tipo amino-éster,
muito utilizado topicamente em oftalmologia e raquianestesia (FERREIRA et al., 2009). Esta
droga tende a se inserir facilmente nas membranas por possuir uma estrutura cilindrica e ser
hidrofébica. Tal caracteristica permite que a tetracaina penetre profundamente,
desorganizando a bicamada lipidica em relacao a outros tipos de anestésicos do tipo amino-

amida e amino-éster. A Figura 1.1 mostra a estrutura quimica do anestésico tetracaina.

Figura 1.1: Estrutura quimica do anestésico tetracaina (Fonte:LIU e FELDMAN, 1983)
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A poténcia dos anestésicos locais depende de sua lipossolubilidade, sendo deste
modo a tetracaina um anestésico local potente (WEIBERG et al., 2003). Se adicionada a um
meio acido (local infectado), aumenta-se a fracdo ionizada da droga. Assim, a tetracaina,
que possui um pKa de 8,5 e massa molar de 264,35 g/mol, tem um rapido inicio de acao

(KLEIN, 2003). Em casos de superdosagem 0 paciente podera apresentar nervosismo,
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tontura, visdo turva, nauseas, tremores, podendo ocorrer ainda nos casos mais graves
parada cardio-respiratéria. Sua apresentacdo comercial no mercado inclui o Hexomedine®,
Talsutin Creme®, soluc&o oftalmica Oto-Betnovate®, entre outros produtos.

A tetracaina é muito utilizada na raquianestesia quando se necessita de um agente
de longa duracdo. O efeito do anestésico consiste em um incremento gradual do limiar do
estimulo elétrico, cuja maxima expresséo provoca um bloqueio na conduta do impulso. E
utilizada por via parenteral, para procedimentos que demoram de duas a trés horas.Também
€ incorporada a varias preparacdes anestésicas topicas, sendo utilizada na anestesia da
cérnea e da conjuntiva (GOODMAN et al, 1996).

O uso clinico da tetracaina € subaracnoideo ou tépico, sendo sua concentracéo de
2% para 0 uso topico, com um inicio de acdo rapida e um tempo de duracdo de trinta a
sessenta minutos. Na aplica¢do subaracnéide, sua concentracdo € de 0,5% e sua agéo tem
inicio rapido, com duragdo méaxima de trezentos e sessenta minutos (STOELTING e
HILLIER, 2007).

Os ensaios com anestésicos locais lipossdbmicos demonstraram viabilidade
farmacotécnica e principalmente confirmaram a liberagdo lenta e prolongada dos agentes
que nele foram incorporados. Quando a tetracaina encapsulada foi injetada na cauda do
rato obteve-se 43 horas de analgesia, e mesmo com a aplicagcdo direta no nervo ciatico ndo
foram observadas lesdes teciduais (BOEDEKER et al.,1991).

Num outro estudo para investigar a neurotoxicidade (BURNHAMet al, 1994), a
tetracaina lipossémica a 10% foi aplicada intratecalmente em ratos e em um segmento da
medula espinhal, de C1 (primeira vértebra cervical) a L5 (quinta vértebra lombar), incluindo a
porcdo proximal da cauda eqilina (responsavel pela inervacdo dos membros inferiores),
sendo realizada a andlise histolégica. Nao foram detectados sinais de lesdo tecidual,
desmielinizacdo ou ainda processos inflamatérios na substancia branca medular e na sua

raiz nervosa.

1.3.4. Associacgéo de lipossomas e anestésicos locais/Tetracaina

Atualmente, as pesquisas feitas com anestésicos locais buscam alcancar maior
efeito e maxima eficiéncia dos mesmos, diminuindo as contra-indicacdes e os efeitos
colaterais, sendo que as alternativas mais viaveis sdo as formulacbes farmacéuticas com
liberacdo controlada de farmacos. A encapsulacdo em lipossomas e beta-ciclodextrinas tem

se mostrado vdlidas para melhorar algumas das propriedades farmacolégicas dos
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anestésicos locais.

Na Bélgica, foi realizado um estudo em pacientes com dor devido ao cancer de
pulmdo com a bupivacaina encapsulada em lipossomas multilamelares, sendo seus efeitos
comparados com a solucdo convencional de bupivacaina em diferentes concentracdes. Os
resultados mostraram analgesia completa durante 4 horas para solu¢cdo convencional e 11
horas para a solugcao encapsulada em lipossomas multilamelares. Também houve menor
toxicidade e potencializacdo da analgesia (sem blogueio do nervo motor), sendo
conveniente a utilizagao clinica desta solugéo lipossomal (LAFONT et al., 1996).

Estudos investigaram através de espectroscopia de infravermelho os efeitos da
benzocaina e lidocaina sobre as propriedades estruturais e dindmicas de vesiculas
lipossomais unilamelares. Foi verificado um aumento na concentragdo da lidocaina no
interior das moléculas lipossomais e uma posicdo preferencial dos anestésicos pelas
membranas fosfolipidicas, as quais podem modular 0 acesso destas em seus sitios de
ligacdo na proteina canal de sodio voltagem-dependente (FRACETO e DE PAULA, 2006).

A eficacia tépica de anestésicos locais encapsulados em lipossomas ja foi
demonstrada na area da dermatologia. A similaridade das vesiculas com a epiderme, em
relagdo a sua composi¢cao, permite que 0 anestésico penetre através da camada epidérmica
atingindo as camadas mais profundas da derme, promovendo a liberagédo lenta da droga,
protegendo-a da metabolizagdo e garantindo maior duracdo de acdo (FRIEDMAN et al,
2001; FRANZ-MONTAN, 2006).

Tem sido demonstrado que os lipossomas de longa duracdo podem ser
passivamente direcionados para varios tipos de tumores, pelo fato deles poderem circular
por um tempo prolongado e extravasar nos tecidos com permeabilidade vascular elevada.
Tumores sélidos crescentes, assim como regifes de infecgdo e inflamacao, tem capilares
com permeabilidade aumentada como resultado da angiogénese. O diametro dos poros
desses capilares podem se estender de 100 a 800 nm. Os lipossomas contendo o farmaco
possuem didmetros de aproximadamente 60 a 150 nm. Portanto, sdo pequenos o suficiente
para extravasar do sangue para o0 espaco intersticial do tumor passando através desses
poros (SAPRA e ALLEN, 2003).

1.3.5. Planejamento de experimentos e delineamento experimental

O plano do experimento e particularmente o delineamento experimental devem

garantir as propriedades necessérias para a derivacdo das inferéncias que constituem o
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objeto do experimento. Nao ha um conjunto de regras e procedimentos que garanta a
elaboracdo de um plano de experimento que cumpra essas exigéncias. Entretanto, a
observancia de alguns requisitos e principios basicos é fundamental para o sucesso de
qualquer experimento (KEMPTHORNE, 1979).

A exposicado desses delineamentos classicos € comum em textos de Estatistica
Experimental e a ampla difusdo desses delineamentos os tornou amplamente acessiveis
aos pesquisadores. Em particular, a disponibilidade de esquemas de delineamentos
experimentais mais complexos tem facilitado sua utilizacdo. Outra razdo da tendéncia
generalizada do uso desses delineamentos € a facilidade propiciada para a analise de
dados, que se tornaram de grande importancia na época em que as facilidades para o
processamento de andlises estatisticas eram precarias (SHADISH, 2002).

O objetivo do experimento é a derivacdo de inferéncias referentes a relagbes causais
entre as caracteristicas respostas relevantes e as caracteristicas explanatérias que sao
definidas pelo problema e pela hipétese cientifica. Essas inferéncias sdo baseadas em uma
amostra onde também estdo presentes as caracteristicas estranhas cujos efeitos sobre as
caracteristicas respostas ficam confundidos com efeitos das caracteristicas explanatorias.
Assim, essas inferéncias devem basear-se nos efeitos dessas duas origens e,
particularmente, na relacéo entre esses efeitos (SHADISH, 2002).

A designacéo delineamento de experimento ou delineamento experimental também é
usada com o significado mais estrito da forma de associacdo entre a estrutura das
condicbes experimentais e a estrutura das unidades. A estrutura das condi¢cdes
experimentais deve ser estabelecida em consonancia com o0s objetivos do experimento,
enquanto que a estrutura das unidades € elaborada segundo as possibilidades de material
experimental (MEAD, 1988).

De acordo com Pinto e Schwaab (2011), planejar experimentos pode ser definido
como:

a) Definir as varidveis a serem observadas e que, portanto, constituem o universo da
investigacao;

b) Definir como e com que equipamentos as variaveis serdo medidas e/ou avaliadas;

c) Definir o conjunto de medidas a serem feitas e as condi¢cdes da experimentacao;

d) Definir a sequéncia experimental a ser seguida, dado que nem todas as observacdes
podem ser feitas ao mesmo tempo.

O experimento deve prover as inferéncias relevantes a seus objetivos ao custo
minimo. Para esse proposito o plano do experimento deve satisfazer as seguintes

propriedades ou requisitos essenciais:
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estabelecimento do plano antes do inicio da execuc¢ao do experimento;

estimacéo dos erros que afetam efeitos de fatores experimentais;

preciséo;

validade;

simplicidade, economia de recursos e exequibilidade;

manifestacao dos efeitos reais dos tratamentos €;

previsdo dos procedimentos de inferéncia estatistica e provimento de medida de
incerteza.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi incorporar a tetracaina em
lipossomas utilizando como ferramenta o planejamento experimental, ausente na maioria
dos trabalhos envolvendo nanoparticulas, possibilitando desse modo a realizagdo de
experimentos que possam ser reproduzidos sob condi¢des controladas.
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CAPITULO 2

Preparacéo e caracterizacdo de lipossomas contendo o anestésico

tetracaina

Ana Karina Vidal Pereira, Noémia Pereira da Silva Santos, Christine Lamenha Luna Finkler
Universidade Federal de Pernambuco, Centro Académico de Vitoria, Rua Alto do
Reservatorio, s/n, Bela Vista, Vitéria de Santo Antdo, PE, Brasil, 55608-680.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo a incorporacdo do farmaco tetracaina em
lipossomas e a sua caracteriza¢do. Os lipossomas foram preparados utilizando a técnica de
hidratagéo do filme seco de lipidios seguida de sonicag¢éo, sendo compostos pelo fosfolipidio
lecitina de soja. Inicialmente foi realizado um planejamento experimental do tipo DCCR
(Delineamento Composto Central Rotacional) visando otimizar as condi¢cbes de sonicagéo
das particulas contendo 100% de lipidio. A determinacdo do raio hidrodinamico e
distribuicdo do tamanho das vesiculas foi feita por meio de espalhamento de luz a laser,
sendo a condicao 6tima de sonicacao estabelecida a uma poténcia de 16 KHz e tempo de 3
minutos, obtendo-se tamanhos menores que 800 nm. Em seguida, as formulacdes
lipossomais foram realizadas de duas formas: incorporando-se a droga na fase hidrofilica ou
na fase lipofilica. Em ambos os casos, foram realizados planejamentos experimentais do
tipo DCCR, tendo como variaveis investigadas a relacao lipidio/colesterol e a concentracéao
de tetracaina, e como variaveis resposta a eficiéncia de encapsulacdo e o didametro médio
das vesiculas. A eficiéncia de encapsulacédo foi avaliada por meio de ultracentrifugacdo a
30.000 rpm por 2 horas (10 °C), e a concentracdo de tetracaina foi determinada por
espectrofotometria a 310 nm. A maxima eficiéncia de encapsulacdo (39,7%) foi obtida na
fase hidrofilica para uma concentracdo de tetracaina de 8,37 mg/mL e relacdo
lipidio/colesterol de 79,5:20,5 %. Os lipossomas apresentaram estabilidade de cerca de 30

dias quando armazenados a 4 °C, sem alteracées nos aspectos macro e microscopico.

Palavras-Chave: Sistemas de Liberacdo Controlada, Anestésicos Locais, Lipossomas
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ABSTRACT

The present study aiming the incorporation of the drug tetracaine on liposome and its
characterization. The liposomes were prepared using the hydration of dry film lipids
technique followed by sonication, being composed by the soya lecithin phospholipid. Initially
a Central Composite Rotatable Design was realized to optimize the conditions of sonication
of the particles containing 100 % lipid. The determination of hydrodynamic radius and size
distribution of vesicles was done by laser light scattering, and the condition of sonication was
established at a power of 16 KHz and 3 minutes, obtaining sizes smaller than 800 nm. After,
the liposomal formulations were performed on two ways: incorporating the drug on the
hydrophilic phase or on the lipophilic phase. On both cases, was used an experimental
planning, having as investigated variables the lipid/cholesterol ratio and the tetracaine
concentration, and as response variables the encapsulation efficiency and liposomes size.
The encapsulation efficiency was evaluated by the ultracentrifugation technique at 30,000
rom for two hours (10°C), and tetracaine concentration was determined by
spectrophotometry at 310 nm. The maximum encapsulation efficiency (39.7%) was obtained
on the hydrophilic phase at a concentration of 8.37 mg/mL of tetracaine and 79.5:20.5%
lipid/cholesterol ratio. Lipossomal dispersions presented stability of about 30 days when

stored at 4°C, without changes in macro and microscopic aspects.

Key words: Controlled Release Systems, Local Anesthetics, Liposomes.

* Artigo a ser submetido a revista Journal of Liposome Research
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2.1. Introducéao

A nanotecnologia de sistemas de liberacdo prolongada de farmacos surgiu no inicio
da década de 80, como um método comercialmente atrativo para administracao de farmacos
e obtenc¢éo de sua acédo prolongada (OLIVEIRA e SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al., 2004).

As principais nanoestruturas utilizadas para encapsulacdo de ativos sdo o0s
lipossomas, as ciclodextrinas, as nanoparticulas poliméricas e as nanoparticulas lipidicas.
Os ativos podem ainda estar associados a nanoparticulas metalicas, fulerenos, dendrimeros
ou nanotubos de carbono. As vantagens destes sistemas sdo a melhora da estabilidade
guimica e fisica dos ativos, melhora da biodisponibilidade, manutencdo do ativo no tecido
alvo, muitas vezes, possibilitando a penetragdo deste em zonas corporeas de dificil acesso,
solubilizacdo de ativos hidrofébicos, reducéo de efeitos colaterais e da toxicidade, assim
como do namero de doses e freqliéncia de administracdo, proporcionando maior conforto do
paciente e, conseqientemente, a maior adeséo ao tratamento (LASIC, 1993; PICOS et al,
2000; SZEJTLI, 1998).

Os lipossomas, também chamados de vesiculas lipidicas, sédo estruturas esféricas,
compostas de bicamadas de lipidios que delimitam um compartimento aquoso interno
central. Esse tipo de estrutura permite a encapsulagdo de compostos de nhaturezas
hidrofilica, hidrofébica e anfifilica, e liberacdo controlada do contetdo encapsulado por
difuséo, através da bicamada lipidica e/ou por eroséo da vesicula.

O controle da dor é uma constante preocupacdo para a area de saude e o0s
anestésicos locais sdo muito utilizados, tornando-se um dos farmacos mais utilizados em
procedimentos cirtrgicos (FRANZ-MONTAN, 2006). O mecanismo de acao dos anestésicos
locais esta ligado ao bloqueio dos canais de sédio, impedindo a despolarizacdo normal e
mantendo a célula em estado de repouso (LOFSTROM, 1970). Estes anestésicos consistem
de uma porcéo lipofilica (um anel aromético) e uma por¢édo hidrofilica (amina terciaria)
separadas por uma conexao de cadeia de hidrocarbono, sendo a porgéo lipofilica essencial
para a atividade anestésica (STOELTING e HILLIER, 2007).

Entre estes se encontra a tetracaina, um anestésico local potente, do tipo amino-
éster, usado principalmente por via topica em oftalmologia e indicado para medicdo da
pressdo intra-ocular (tonometria), remo¢do de corpo estranho, sutura de coOrnea e

raquianestesia (LOFSTROM, 1970). As limitacdes o uso da tetracaina estao relacionadas a
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sua baixa estabilidade quimica (hidrélise da ligacdo éster por esterases plasméticas) e sua
toxicidade sistémica.

Ensaios com anestésicos locais lipossdmicos demonstraram viabilidade
farmacotécnica e principalmente confirmaram a liberacdo lenta e prolongada dos agentes
que nele foram incorporados. Quando a tetracaina encapsulada foi injetada na cauda do
rato obteve-se 43 horas de analgesia, e mesmo com a aplicagcéo direta no nervo ciatico ndo
foram observadas lesdes teciduais (BOEDEKER et al.,1991).

O objetivo deste trabalho consistiu em preparar e caracterizar lipossomas contendo
0 anestésico local tetracaina, sendo preparados tais carreadores em duas fases: fase
hidrofilica, com a incorporagdo da droga durante a hidratagdo do filme lipidico, e fase
lipofilica, incorporando a tetracaina durante a preparagdo do filme, com a finalidade de
determinar qual metodologia acarretaria uma maior eficiéncia de encapsulacdo do farmaco
no sistema de liberagdo controlada. Em ambos os casos, foram realizados planejamentos
experimentais do tipo DCCR, tendo como variaveis investigadas a relacéo lipidio/colesterol e
a concentracdo de tetracaina, e como variavel resposta a eficiéncia de encapsulagéo e o

tamanho dos lipossomas.

2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Materiais

Os lipossomas contendo tetracaina foram preparados utilizando os seguintes
lipidios, droga, solventes, reagentes e equipamentos:
- fosfatidilcolina de soja hidrogenada, MM 784,5g/mol (Via Farma®);
- tetracaina, MM 264,35 g/mol (Sigma®);
- cloroférmio (CHCI3), MM 119,38 g/mol (Merck®);
- metanol (CH3;0OH),MM 32,04 g/mol (Merck ®);
- agua Milli-Q, MM18,01 g/mol;
- colesterol, MM 386,65 g/mol (Sigma®);
- rotaevaporador (Marconi ®);
- sonicador ultra-sénico (Unique®);
- centrifuga refrigerada (Hermle Z36HK);
- analisador de tamanho de particula (Malvern Zetasizer Nanoseries/ NANO ZS90);
- espectrofotdbmetro UV-VIS (Spectrum Meter SP- 2000UV).
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2.2.2. Métodos

2.2.2.1. Preparacéo dos lipossomas

A preparacao dos lipossomas foi realizada pelo método de Bangham (NEW, 1990)
através da hidratacdo do filme seco, com posterior homogeneizagdo do tamanho das
vesiculas (LASIC,1993). O processo de formacgdo das vesiculas lipossomais pode ser

observado na Figura 2.1.

Figura 2.1: Processo de formagédo das vesiculas lipossomais (Fonte: SANTOS e
CASTANHO, 2002)

P

filme lipidico seco solugdo aquosa hidratagdo

O fosfolipidio estocado a temperatura ambiente (27 °C) era pesado de acordo com a
composicao pretendida e entdo solubilizado juntamente com colesterol em 10 mL de uma
solucdo 9:1 de cloroférmio/metanol (v/v). A solugdo era homogeneizada durante 5 minutos
em evaporador rotatorio (Figura 2.2), seguindo-se da evaporacdo do solvente sob vacuo
(650 mmHg) a uma temperatura acima da transicdo de fases do lipidio (Tt = 33°C) até a
formacdao do filme seco. Na etapa de hidratac&o do filme seco era adicionada 10 mL de uma

solucao 60:40 (%v/%vV) de agua/etanol a temperatura ambiente.
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Figura 2.2: Fotografia do rotaevaporador (Marconi ®), utilizado no preparo do filme lipidico

MARE@ M

Inicialmente, foram preparados lipossomas contendo 100 % de lipidio (0,05g de
lipidio /10 mL de solvente), visando a otimiza¢do das condi¢cdes de sonicacdo. Esta foi
avaliada a partir de um planejamento de experimentos do tipo DCCR com repeticdo em
triplicata no ponto central (nivel 0) e quatro axiais (niveis £ a, onde a = 1,4142), totalizando
11 ensaios. As variaveis independentes consideradas foram tempo e poténcia de sonicagcéo
e a variavel dependente (resposta) foi o tamanho do lipossoma. Os experimentos foram
realizados randomicamente e a Tabela 2.1 mostra os niveis codificados e os valores reais
das variaveis estudadas.

Apos definidas as condicdes 6timas de sonicagdo, foram preparados lipossomas
contendo tetracaina de acordo com dois planejamentos experimentais. No primeiro, a droga
era incorporada durante a hidratacao do filme lipidico, correspondendo a fase hidrofilica. No
segundo planejamento experimental, os lipossomas foram preparados com a incorporacdo
da droga durante a preparacdo do filme lipidico (droga na fase lipofilica). Em ambos os
casos, foi realizado um planejamento do tipo DCCR, tendo como variaveis independentes a
proporcéo lipidio-colesterol e a concentragdo da droga e como variaveis dependentes o
tamanho do lipossoma e a eficiéncia de encapsulacdo. A solugdo de hidratacdo era
composta por uma solugdo 60:40 (%v/%v) de &gual/etanol, sendo esta escolhida por
solubilizar a tetracaina a temperatura ambiente. A Tabela 2.2 mostra os niveis codificados e

os valores reais das variaveis estudadas.
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Tabela 2.1: Niveis codificados e valores reais das variaveis tempo e poténcia de sonicacdo

Ensaios Tempo Poténcia
Nivel codificado  Valor (min) Nivel codificado Valor (KHz)
1 -1 1,58 -1 11,4
2 +1 4,42 -1 11,4
3 -1 1,58 +1 18,4
4 +1 4,42 +1 18,4
5 -1,41 1 0 14,9
6 +1,41 5 0 14,9
7 0 3 -1,41 10,0
8 0 3 +1,41 19,8
9 0 3 0 14,9
10 0 3 0 14,9
11 0 3 0 14,9

Tabela 2.2: Niveis codificados e valores reais das variaveis concentracéo de
lipidio:colesterol e concentracdo de tetracaina para os experimentos realizados em ambas

as fases hidrofilica e lipofilica

Ensaios Relacdao lipidio:colesterol Tetracaina

Nivel codificado  Valor (m%/m%)*  Nivel codificado Valor (mg/mL)

1 -1 57:43 -1 2,5
2 -1 57:43 +1 8,5
3 +1 93:7 -1 2,5
4 +1 93:7 +1 8,5
5 0 75:25 -1,41 1,0
6 0 75:25 +1,41 10,0
7 -1,41 50:50 0 55
8 +1,41 100:0 0 55
9 0 75:25 0 55
10 0 75:25 0 55
11 0 75:25 0 55

*100% corresponde a uma massa de 0,05 g em 10 mL de solvente
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2.2.2.2. Homogeneizagdo do tamanho das vesiculas

As amostras obtidas pelo método da hidratagdo do filme seco foram mantidas em
repouso por 30 minutos, para atingirem o equilibrio, antes da homogeneizacdo do tamanho
das vesiculas. Esta foi realizada pelo método de sonicacao, utilizando um sonicador ultra-
sbnico (Unique®) (Figura 2.3a), nas condi¢cbes otimizadas obtidas no planejamento de
experimentos (3 min e 16 KHz).

2.2.2.3. Caracterizagéo dos lipossomas

a) Determinacao do raio hidrodindmico e a distribuicdo do tamanho das vesiculas

O raio hidrodindmico e a distribuicdo de tamanho dos lipossomas foi realizada no
departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco, através do espalhamento
de luz utilizando um lazer (Malvern Zetasizer Nanoseries/INANO ZS90) (Figura 2.3b), em 1
mL da disperséo a 25°C.

Figura 2.3: llustracdo do sonicador ultrasénico Unique® (adaptado do catalogo
Uniquegroup.INC) (a) e do equipamento Malvern Zetasizer Nanoseries / NANO ZS90

(adaptado do catalogo Malvern group.INC) (b)
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b) Eficiéncia de encapsulacdo (E%)

Foi determinada pela técnica de ultracentrifugacao (centrifuga refrigerada / Hermle
Z36HK). As amostram eram centrifugadas a 30.000 rpm por 2 h a 10 °C, e os sobrenadantes
diluidos em 100 mL de uma solugédo 60:40 (%v/%vV) de agua/etanol para determinagédo da
concentracdo de tetracaina ndo encapsulada. Esta técnica foi escolhida com base na
descri¢cdo na literatura de que ndo héa diferenca entre o método de dialise em membranas de

celulose e 0 método de ultracentrifugacdo (CHENG et al, 2005).

A eficiéncia de encapsulagéo (E%) foi determinada pela Equagéo 1:

Conc.Total TTc — Conc.Difusa TTc
Conc. Total TTc

(1)

E(%) = ] x 100

onde:
Conc.Total TTC = concentragdo inicial de tetracaina
Conc. Difusa TTC = concentracao de tetracaina no sobrenadante (ndo encapsulado)

c) Determinacdo da concentracao de tetracaina

Inicialmente foram preparadas solu¢des contendo tetracaina em solugédo agua/etanol
60:40 (v%/v%) e em diferentes faixas de concentracdo (0 a 0,001 mg/mL e 0 a 0,015
mg/mL, sendo esta Ultima a concentracdo maxima que permitiu um ajuste linear entre as
variaveis). A partir dos dados experimentais, foram plotadas curvas padrao de absorbancia
(determinada a 310 nm) versus concentracdo. Os experimentos foram realizados em
guintuplicata e em dias alternados.

Para determinar as concentracdes de tetracaina nos sobrenadantes obtidos apos
centrifugacdo (droga ndo encapsulada), foram realizadas leituras de absorbancia e
determinadas as respectivas concentragdes por meio das curvas de calibracdo previamente

plotadas. As curvas padrédo obtidas encontram-se no Anexo.

d) Avaliacdo da estabilidade fisica dos lipossomas ao longo do tempo

Foi determinada por meio da observacdo das caracteristicas macroscopicas

(homogeneidade, cor, consisténcia, sedimentacao, floculacdo, coalescéncia e separacdo de
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fases) e das caracteristicas microscépicas (didmetro médio e distribuicdo de tamanho de
particulas).

2.3. Resultados e discusséao

2.3.1.Planejamento experimental da sonicacao

A Figura 2.4a mostra a curva de contorno para a varidvel didmetro médio dos
lipossomas contendo 100% (0,05 g/10 mL) de lipidio. Pode-se notar que valores de poténcia
e tempo de sonicacdo correspondentes a 16 KHz e 3 min, respectivamente, produzem
lipossomas com tamanho menores que 800 nm. Desta forma, estas condi¢cdes de sonicacao
foram selecionadas nos experimentos posteriores para diminuicdo de tamanho das
particulas.

Os lipossomas obtidos no didmetro LUV foram escolhidos por serem capazes de
extravasar do sangue para o espaco intersticial, sem causar embolia pulmonar (LASIC,
1993; SAPRA e ALLEN, 2003). Além disso, estudos realizados sobre o tamanho das
vesiculas mostram que a taxa de reconhecimento e remocdo pelo sistema fagocitario de
defesa varia de acordo com o didmetro, sendo o tempo de meia-vida dos lipossomas
grandes (>1000 nm) de 0,2 h, enquanto os menores apresentam uma meia-vida de 1,5 h
(LAVERMAN et al., 1999).

Na sonicacdo com poténcia acima de 16 KHz e tempos de sonicagdo maiores que
4,5 min ocorreu uma perda da estabilidade fisica da formulacdo lipossomal, sendo
observada a formacédo de uma espuma viscosa na suspensdo, tendo como resultado o
subsequente aumento do diametro das vesiculas.

Na Figura 2.4b temos o diagrama de Pareto, no qual podemos observar que o termo
guadratico da variavel poténcia de sonicacdo e os termos lineares das variaveis tempo e
interacdo poténcia x tempo foram significativos. O modelo empirico que descreve o
comportamento das variaveis nas condi¢cdes experimentais investigadas é apresentado na
Equacdo 2, estando os termos significativos destacados em negrito, onde D € o didmetro, t o

tempo e P a poténcia de sonicacao.

D = 730,99 - 901,70* + 9,50** + 201,72*P-11,85*P* +52,64*t*P (2)
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Figura 2.4: Curva de contorno (a) e grafico de Pareto (b) para a variavel diametro médio de
lipossomas em funcédo da poténcia e do tempo de sonicacao (lipossomas contendo 100% -

0,05 g/10 mL de fosfolipidio fosfatidilcolina de soja)
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A analise distribuicdo de tamanhos de um material compreende sua caracterizagcdo
por meio do tamanho de particulas e da frequéncia com que ocorrem em uma determinada
faixa de tamanhos (LIMA e LUZ, 2001). Este é um parametro importante utilizado no
controle de qualidade de amostras lipossomais, pois a estabilidade fisica das dispersdes
depende do tamanho da particula e do indice de polidispersidade.

A determinacdo do raio hidrodindmico e distribuicdo de tamanho das vesiculas
lipossomais foram feitas a partir de trabalhos semelhantes descritos pela literatura, usando
sistemas de liberacdo controlada no carreamento de farmacos (MURA et al, 2007,
SIMONETTI e ANDRADE, 1996; LIU e FELDEMAN, 1983).

A Figura 2.5 mostra um exemplo de resultado de distribuicAo do tamanho dos

lipossomas contendo 100 % de lipidio, realizado no ensaio 10 do planejamento
experimental.

Figura 2.5: Exemplo de um resultado de distribuicdo de tamanho dos lipossomas contendo
100% de lipidio (0,05 g/10 mL de fosfolipidio fosfatidilcolina de soja) no ensaio 10 do
planejamento experimental (3 min de sonicacéo, 14,9 KHz)

Sample Name: LUV planejamento 101

SOP Name: Karina_size.sop

File Name: LUV planejamento 10.dts Dispersant Name: etanol
Record Number: 1 Dispersant Rl: 1,360
Material Rl: 1,33 Viscosity (cP): 1,2600
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: segunda-feira, 6 de junho de 2011 ..
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 160
Count Rate (kcps): 44,5 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 8066 Peak 1: 5059 100,0 .21
Pdi: 1,000 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,776 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report
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2.3.2. Planejamento experimental - fase hidrofilica

A Figura 2.6a mostra a superficie de resposta e a Figura 2.6b a curva de contorno
para a variavel resposta eficiéncia de encapsulacdo dos lipossomas. Como podemos
observar a regido 6tima para a eficiéncia de encapsulacao foi atingida. Os valores criticos do
modelo que maximizam a resposta foram equivalentes a uma concentracao de tetracaina de
8,37 mg/mL e relacéo lipidio/colesterol de 79,5:20,5 (m%/m%), para uma maxima eficiéncia
de encapsulacéo de 39,7%.

Na Figura 2.6¢ observamos que o Unico efeito significativo (p < 0,05) é o termo linear
da variavel tetracaina. Este termo encontra-se em negrito na Equacédo 3, onde E representa
a eficiéncia de encapsulacao, TTc a concentracéo de tetracaina e Co o teor de colesterol.

E =-41,51 + 15,78*TTc -0,83*TTc? + 1,48*Co -0,02*Co? -0,09*TTc*Co (3)

Com o objetivo de confirmar os resultados previstos pelo modelo, foram realizados
experimentos em triplicata na condicdo Otima prevista (8,37 mg/mL e relagcéo
lipidio/colesterol de 79,5:20,5 (m%/m%). Os resultados estdo mostrados na Tabela 2.3,

obtendo-se um valor médio de 32,3 + 7,5 %, estando proximo do valor previsto.

Tabela 2.3: Resultados dos experimentos realizados em triplicata empregando uma relagéao
lipidio:colesterol de 79,5:20,5 (m%/m%) e concentracdo de tetracaina de 8,37 mg/mL para

os lipossomas preparados na fase hidrofilica

Ensaio  Relacao lipidio:colesterol Tetracaina E (%)
Valor (m%/m%o)* Valor (mg/mL)
1 79,5:20,5 8,37 32
2 79,5:20,5 8,37 25
3 79,5:20,5 8,37 40

*100% corresponde a uma massa de 0,05 g em 10 mL de solvente
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Figura 2.6: Superficie de resposta (a), Curva de contorno (b) e grafico de Pareto (c) para a
variavel eficiéncia de encapsulacao de lipossomas preparados na fase hidrofilica

it
2.
@
2
2
—_
ﬁ) (=]
g S
S
8 T
Z 7
% o
.
(=]
o
= (@]
B
a

D
. _____  __,_ _ _ ______ _  _____,
. _____ _ ____ _ _ _ _____ _ _ _ _____, .
L B .  (, B9
BB, B, D BB B
. _ | _ ] BB [  Z
... i

(Dtte(L)

. _._ ] G . 5595 9056945555
.. . _  ______ _ __ ____  ___ __.
. . _ ____ ., _ _ ____ _ ___  ___., . .
. . . . ... 66666 .. . ... . . B6&6&- .
S . .
i,

N
N
N

N
N
N
N
N

. -

. BB B 1
i
s
s
g

i 4
] t
i

... ’

. . .

7 . ////////////// .

. . . !

i i i

col(Q)

-
_
-
-
-
== - - ==
. _
..
.
.
-~~~ -
---=-B&B-~-~-~--
-
.
.

1Lby2L

i

N
N
N
N

7
.
-
.
-
.
.
-

7

—_
N
X
N

7
.

-
-
i
T

(2)cal(L)

nm

0,8617 1

L
N
N
N
N

N

iy
N
X

N
N
D

N

7

.

S

M M M M M M M | M M

p=005

Ef eito estimado (v alor absoluto)

Por serem moléculas anfifilicas, os anestésicos locais tém grande afinidade pela
membrana celular (COVINO e VASSALO, 1976). Podemos classificar as teorias propostas
para explicar os mecanismos de acdo destes compostos em duas categorias: a que atribui o
efeito anestésico a ligagdo na proteina canal de sodio voltagem-dependente de axdnios e a
gue considera a interagdo dos anestésicos locais com os lipidios da membrana (conhecida

como “hipétese do lipidio”) como o mecanismo responsavel pelas alteracées na proteina
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canal de sdédio, levando ao bloqueio da conducdo do estimulo nervoso. Apesar destas
teorias, trabalhos tém relatado que a tetracaina, incorporada em membranas de
fosfatidilcolina, fosfatidilserina e bioldgicas, € expulsa da bicamada por aumento da presséo
(AUGER et al, 1987), observacdo comprovada por meio da técnica de infravermelho.

A literatura traz relatos da acao de anestésicos locais na diminui¢cdo da temperatura
de transicdo de fases de lipidios, estudada por diferentes técnicas. Estudos utilizando
calorimetria diferencial de varredura registraram uma diminuicdo da Tt de vesiculas de
fosfatidilcolina causada pela particio da benzocaina, procaina, tetracaina, lidocaina e
dibucaina, em concentracdes iguais as necessarias para 50% de bloqueio na conducédo do
estimulo nervoso (LEE, 1978).

Tém-se estudado a interagdo de anestésicos locais com membranas lipidicas,
através de técnicas de RMN, RPE e fluorescéncia (DE PAULA e SCHREIER, 1995;
FRACETO et al, 2006). Para os anestésicos locais do tipo amino-amida (lidocaina,
mepivacaina, bupivacaina e etidocaina), o efeito diferencial dos anestésicos locais sobre
regibes da bicamada monitoradas por diferentes sondas paramagnéticas, alteragdes nos
tempos de relaxacdo longitudinal dos lipidios em presenga de anestésicos locais e
interacdes intermoleculares especificas entre hidrogénios dos anestésicos locais e lipidios
forneceram evidéncias sobre a localizacdo destes no interior da bicamada (FRACETO et al,
2006).

Um fato que deve ser levado em consideracdo é que grupos fosfato apresentam
cargas negativas, que podem estabilizar cargas positivas dos anestésicos locais. Ha na
literatura varios relatos da competicdo de anestésicos locais com ions calcio, pela interacéo
com grupamentos fosfato de vesiculas lipidicas (DE KRUIJFF et al, 1978; CULLIS e
VERKLEIJ, 1978).

Importante destacar que esta localizagcéo é a preferencial, isto €, onde o AL deve se
encontrar na maior parte do tempo. No entanto, ndo podemos esquecer que estas
moléculas anfifilicas distribuem-se rapidamente entre a membrana biologica e a fase aquosa
(DE PAULA e SCHEREIR, 1996), ou seja, apresentam um equilibrio dindmico, além da
insercdo preferencial no interior das bicamadas. Esta localizacdo, determinada pelas
interagBes do AL com os fosfolipidios deve ser determinante para a acdo especifica do
mesmo em sitio(s) de ligacao na proteina canal de sédio (RASGADALE, 1994).

A Figura 2.7a mostra a curva de contorno para a variavel resposta didametro médio
dos lipossomas. Pode-se notar que nos valores 6timos de relacéo lipidio:colesterol 79,5:20,5
(m%/m%) e concentracdo de tetracaina de 8,37 mg/mL s&o observados tamanhos do tipo

LUV (< 1000 nm), adequados para administracdo da droga em lipossomas. O diagrama de
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Figura 2.7: Curva de contorno (a) e grafico de Pareto (b) para a variavel diametro médio de

Colesterol (%)

byl |

(2)cal(L)

col(Q)

(Dtee(L)

ttc(Q)

Pareto (Figura 2.7b) mostra que o unico efeito significativo é

lipossomas preparados na fase hidrofilica

2 4 6 8 10 12

) 7 7
7 7 7 7
... @G

===
. _ Z  ]Z Z  ,Z2,
.. _ _ZZZ_Z_Z, . 4
o
o B - &@&--6 . -9 99995 B%~ 292 )
... @G GG GSGSG&G.~.~.~.~~.~=.=..9. .

Lo

...

779775999 099999999 55999999599949499999994949 955 Y S
. _ _ ] ___ g - ZZS- g/ ,j,.,..,  -2Z - Z1

. o999 B 69696 B G 9Z--G§G[[ ”69GGQQZG=Z-Z-a_.....606//99Bn5BnBN;é9
. < 5B < -~ . 96 9/
. 3 5. 3268
D,
V]

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
t
1
1
1
1
1
1
1
1
1

p=005

Efeito estimado (valor absoluto)

7

o termo de interacdo

concentracdo de tetracaina x teor de colesterol. Este termo encontra-se em negrito na

Equacéo 4.

D = -488,64 + 306,94*TTc -0,86*TTc” + 46,69*Co + 0,52*Co” -11,25*TTc*Co

(4)
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As preparagfes contendo altas concentracfes de tetracaina e baixas de colesterol,
bem como concentra¢des baixas de tetracaina e altas de colesterol apresentaram maiores
diametros, provavelmente devido a competicdo destas moléculas pela bicamada lipidica no
momento da formacdo dos lipossomas. Quando as concentragbes de ambos foram
aumentadas, houve uma diminuicdo do diametro lipossomal e uma diminuicdo da eficiéncia

de encapsulacgéo.

2.3.2.1. Avaliagdo da estabilidade fisica dos lipossomas

A Tabela 2.4 mostra os resultados dos experimentos de estabilidade fisica dos
lipossomas pela avaliagdo da variagdo de tamanho médio ao longo do tempo das amostras
1 a 4 do planejamento experimental. A partir de 138 dias de estocagem (4 °C) das
formulacdes, foi observada uma variagdo do didmetro médio das vesiculas lipossomais e
uma diminuicdo da homogeneidade da formulacdo, comprovando a diminuigcdo da
estabilidade das suspensdes. Pode-se observar também que a partir de 166 dias de
preparo, as amostras analisadas voltaram a ter seus didmetros reduzidos em relacdo a
andlise anterior. No entanto, do ponto de vista macroscopico as formulacdes ja
apresentavam uma viscosidade bem atenuada, com reducdo do aspecto leitoso inicial e

inicio de sedimentacédo das particulas.

Tabela 2.4: Resultados dos experimentos de estabilidade fisica dos lipossomas pela
avaliacdo da variacdo de tamanho ao longo do tempo das amostras 1 a 4 do planejamento

experimental

Ensaios 0 dia 138 dias 166 dias
D p D p D p

Amostra 1 1833 1,000 3433 (77,1%) 0,417 1040 0,057
718,5 (22,9%)

Amostra 2 887,1 1,000 3463 (62,5%) 0,430 1272 0,269
859,9 (37,5%)

Amostra 3 773,2 1,000 1443 (79,3%) 0,330 1114 1,000
5174 (20,7%)

Amostra 4 2258 0,328 1798 (65,6%) 0,325 1204 0,596

4690 (34,4%)

D: didmetro médio; p: polidispersidade
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As formulagfes lipossomais se mantiveram estaveis por aproximadamente 30 dias,
isto €, ndo apresentaram mudancas no seu aspecto macro e microscopico. Os lipossomas
contendo tetracaina exibiram o aspecto leitoso e homogéneo, sem sedimentacdo das
particulas.

Na preparacao de lipossomas, as principais matérias-primas utilizadas sdo os
fosfolipidios, principalmente a fosfatidilcolina, e os esterdides, entre eles, o colesterol.

A estrutura quimica geral dos fosfolipidios tem como base uma molécula de glicerol,
na qual as hidroxilas das posicdes 1 e 2 estdo esterificadas por acidos graxos de cadeia
longa e a da posicdo 3 pelo acido fosforico (Figura 2.8). Um dos oxigénios presentes no
acido fosférico pode se esterificar com varias moléculas organicas, como glicerol, colina,
etanolamina, serina, etc, sendo que a regido do grupamento fosfato representa a cabeca
polar do fosfolipidio (PARKS e HELLERSTEIN, 2006).

Figura 2.8: Estrutura quimica (a) e representagdo do modelo da molécula (b) de
fosfatidilcolina. Fonte: adaptado de

http://www.educared.org/wikiEducared/Estructura_de_la_fosfatidilcolina.html
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Com o proposito de aumentar a estabilidade das membranas lipidicas, pode-se
empregar fosfatidilcolina de soja hidrogenada (PCH) ou colesterol as formulacdes
lipossomais (PIETZYK e HENSCHKE, 2000). Estudos verificaram que a incorporagdo de
colesterol a bicamada dos lipossomas proporciona uma influéncia positiva na sua
estabilidade, exercendo um maior empacotamento das moléculas fosfolipidicas e induzindo

a formacado de uma estrutura organizada, mais rigida e com menor mobilidade. Isso parece

indicar que lipossomas acrescidos de colesterol séo mais estaveis (LEE et al, 2005).

2.3.3. Planejamento experimental - fase lipofilica

A Figura 2.9a mostra a curva de contorno para a variavel resposta eficiéncia de
encapsulagdo dos lipossomas preparados na fase lipofilica. Ao contrario dos lipossomas
preparados na fase hidrofilica, ndo foi observado um valor 6timo de eficiéncia. Os resultados
oscilaram entre 5,6 e 83 %. Este ultimo valor foi obtido para os menores valores de
concentracdo da droga e de colesterol (1 mg/mL e 25 %, respectivamente), nao
correspondendo efetivamente a uma alta taxa de encapsulagéo considerando que o teor de
droga em relacao ao teor de lipidios é baixo (0,1: 75 m%/m%)

O diagrama de Pareto (Figura 2.9b) mostra que o Unico efeito que ndo se mostrou
significativo foi o termo quadratico da variavel concentracdo de colesterol. A Equacado 5

mostra o modelo tedrico previsto, estando em negrito os termos significativos do modelo.

E = 50,51 -9,19*TTc + 0,98*TTc? + 0,56*Co -0,00010*Co? -0,16*TTc*Co (5)

Os resultados demonstraram que mesmo a tetracaina sendo um AL lipofilico, pode-
se obter um melhor encapsulamento do farmaco na fase hidrofilica e ndo na fase lipofilica,
como o esperado. Estudos demonstram que a tetracaina incorporada em membranas
sintéticas (fosfatidilcolina e fosfatilserina) e biol6gicas é expulsa da bicamada por aumento
da pressdo (AUGER et al, 1987). A incorporacdo do anestésico pela fase lipidica provoca
uma expansdo da é&rea superficial de monocamadas (SKOU, 1954) e de bicamadas
(SEEMAN, 1966). Esta expansédo € favorecida pela diferenca entre o comprimento da
molécula do anestésico (mais curta) e a dos fosfolipidios. Assim, abaixo do seu ponto de

insercdo o anestésico criaria um “volume livre” que seria compensado com uma mudanca
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conformacional das cadeias lipidicas adjacentes, diminuindo a bicamada, bem como a
expanséo lateral (TRUDELL, 1977).

Figura 2.9: Curva de contorno (a) e grafico de Pareto (b) para a variavel eficiéncia de

encapsulacao de lipossomas preparados na fase lipofilica
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A avaliagcdo estatistica dos resultados em relacdo ao didametro n&o foi conclusiva,

visto que todos os parametros ndo se mostraram significativos a um nivel de confianca de

95%. A Tabela 2.5 mostra os resultados obtidos para os diametros.

Tabela 2.5: Resultados dos didametros dos lipossomas preparados na fase lipofilica

Ensaios D p
1 871,3 (97,2%) 0,335
2780 (2,8%)
2 1695,0 0,531
3 1048,0 0,345
4 694,9 1,000
5 429,8 1,000
6 7747 1,000
7 1045,0 1,000
8 594,0 1,000
9 927,8 1,000
10 2286,0 0,123
11 1903,0 0,137

D: didmetro médio; p: polidispersidade

2.3.3.1. Avaliacéo da estabilidade fisica dos lipossomas

Foi observada uma diminuicdo do aspecto viscoso das amostras e sedimentacéo de

particulas apds o prazo de 30 dias de preparo.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Considerando a caréncia de informacgdes a respeito de formulagdes lipossomais a
base de tetracaina, o uso da ferramenta de planejamento experimental mostrou-se Gtil com
0 objetivo de otimizar as condi¢des de preparo dos lipossomas contendo este anestésico.
Foi possivel determinar as condic6es 6timas de sonicacao de lipossomas contendo 100 %
de lipidio para a obtencdo de lipossomas tipo LUV, condi¢cdes estas que foram utilizadas
para o preparo das vesiculas contendo o farmaco.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que o método de
Bangham para formacéo do filme seco de lipidios e o respectivo preparo dos lipossomas em
duas fases diferentes, hidrofilica e lipofilica, é eficiente na formacdo de sistemas
carreadores de tetracaina. A eficiéncia de encapsulagédo da droga mostrou-se maior na fase
hidrofilica, mesmo a tetracaina sendo um anestésico hidrofdbico.

Um estudo de condi¢cbes de processo e composicdo (com a formacdo do filme
lipidico em duas fases e o teor ativo encapsulado) comprovou a formacdo de vesiculas
lipossomais com tamanho na faixa LUV (< 1000 nm) e com baixo fracionamento das
particulas lipossomais.

Pode se verificar que as formulacdes apresentam estabilidade fisica em suspenséo
aquosa até 30 dias de preparacdo das amostras e mantidas a uma temperatura de 4 °C.

A avaliacdo do conjunto dos resultados obtidos demonstra que as formulacbes
lipossomais contendo o farmaco tetracaina na fase hidrofilica séo sistemas promissores de
encapsulacdo do mesmo e, consequentemente, de liberacdo controlada, com potencial para

futuras aplicacdes em estudos de atividade farmacologica.
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ANEXO

Figura 2.10: Curva de calibragédo de absorbancia versus concentragao de tetracaina (faixa

de concentracdo de 0 a 0,015 mg/mL; resultados obtidos em quintuplicata)
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Figura 2.11: Curva de calibracdo de absorbancia versus concentragéo de tetracaina (faixa

de concentragéo de 0 a 0,001 mg/mL; resultados obtidos em quintuplicata)
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