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Resumo

A tuberculose pulmonar ¢ uma doenga infecto-contagiosa, cuja
transmissdo se da através das vias aéreas. Possui evolugdo crinica e é
causada no homem pelo Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum e
M.microti. A tuberculose, que vem ressurgindo nos dias atuais de maneira mais
intensa, especialmente devido ao advento da AIDS, tem representado grave
problema de saude publica. Uma das causas da falta de sucesso do seu
tratamento vém do periodo prolongado no qual o paciente deve receber
medicagdo, levando a grande proporgac de abandono durante o mesmo.
Percebe-se entio, a necessidade do desenvolvimento de formas de liberagao
prolongada para o tratamento da tuberculose, afim de se possibilitar uma maior
adesao, aliada ao bem-estar e comodidade do paciente.

Um dos mais modernos representantes deste tipo de liberagdo, consiste
nos chamados vetores medicamentosos. Dentre estes vetores, podemos citar
como exemplos bem conhecidos, os lipossomas. Todos eles possuem
inimeras vantagens em relagéo a outras formas farmacéuticas, entre as quais
pode-se ressaltar sua grande especificidade, que pode possibilitar o exercicio
de sua atividade farmacolégica com diminuigao de efeitos secundarios. Como
conseguem atingir um *“alvo” bem determinado, até mesmo receptores
celulares especificos, os farmacos apresentados como vetores
medicamentosos tornam-se menos toxicos e necessitam de posologia menor,
para realizarem o mesmo efeito terapéutico.

O obietivo deste trabalho foi desenvolver lipossomas transportadores de

farmacos de primeira escolha no tratamento da tuberculose (rifampicina).



Abstract

The pulmonary tuberculosis is a contagious disease and its transmission
happens by air vials. Tuberculosis has a cronical evolution and it is caused by
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum and M.microti in humans.
The tuberculosis is ressurging nowadays harder in special because AIDS
advent and it have represented a serious public healthy problem. The long time
when the patient should receive is one cause of unsuccessful of this disease
treatment. This situation asks for slowly release drugs for tuberculosis
treatment. It improved the threatment adesion and to feel good state to patient.

Liposomes are known modern medicine vehicles. These vehicles have
many advantages in relation conventional pharmaceutical forms. Liposomes are
specific and have less secundary effects. These phamaceutical forms get to
target well determined regions include cell receptors. Liposomes have less
toxicity and need a little dosis to get its therapeutical effects.

The objective of this scientific paper is to develop liposomes to anti -

tuberculosis drug, the rifampin.






1. Introdugao

A tuberculose pulmonar € uma doenga infecto-contagiosa cuja
transmissao se da através das vias aéreas. Possui evoluglo crénica e é
causada no homem pelo Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum
e M Microti (Centro Vigilancia Epidemiolégica Prof. Alexandre Vranjac,
1998).

Esta doenga continua sendo um sérno problema de sautde publica
mesmo hos dias atuais. Os avangos no seu conhecimento e a tecnologia
disponivel para seu controle e tratamento nido tém sido suficientes,
principalmente nos paises em desenvolvimento, para controlar
significativamente, a sua morbidade e a sua mortalidade crescentes (Assis,
2001).

Piorando a situagdo, a tuberculose ainda & pertencente a um grupo
intitulado de “doengas negligenciadas”, pelo fato de que tais doengas atinjam
principalmente os paises em desenvolvimento ou chamados
subdesenvolvidos, o que segundo Yves Champey, presidente do Consetho
da ONG “Drogas para Doengas Negligenciadas®, faz com que dos US$ 70
bilhdes investidos anuaimente pela indastna farmacéutica mundial, apenas
10% desse investimento seja direcionado para o estudo das doengas que
acometem 90% da populagio global, tendo a tuberculose dentre elas e, que
de todas os novos farmacos desenvolvidos no periodo de 1975 a 1999
apenas, 1% se destinava as doengas tropicais.

Devido a gravidade da situagio e a facilidade de proliferagao, ja que o
bacilo se dissemina pelo ar, a OMS decretou em abril de 1993, Emergéncia
Global contra a tuberculose e desde entdo, vém desenvolvendo politicas
para conter o crescimento de casos. De acordo com o relatorio publicado,

que também criticou a falta de estratégias para o controle das doengas, mais



da metade dos novos casos registrados em 1997, ocorreu em paises do sul
da Asia, Africa e América Latina.

Sem uma mudang¢a no quadro atual, a situagao se compara a uma
bomba relogio e, sequndo estimativas alarmantes da prépria OMS, surgirdo
no mundo mais de um bilhao de novos casos de tuberculose até o ano 2020.

Os lipossomas

Uma das pnncipais causas da falta de sucesso no tratamento da
doenga tuberculosa vem do periodo prolongado, no qual © paciente deve
receber medicag¢ao, levando a uma grande propor¢ao de abandono durante
© mesmo, principalmente quando é lembrado o fato de que o tratamento &
base de uma combinagdo de antibidticos, gera uma infinidade de efeitos
indesejaveis, agravado por uma sensagao de melhora logo no inicio do
tratamento. Percebe-se entido, a necessidade do desenvolvimento de formas
de liberagdo prolongada para ¢ tratamento da tuberculose, afim de se
possibilitar uma maior adesao, aliada ao bem-estar € comodidade do
paciente.

Um dos mais modermnos representantes deste tipo de liberagdo
consiste nos vetores medicamentosos € dentre estes vetores, podemos
citar como exemplos bem conhecidos os lipossomas. Eles possuem
inGmeras vantagens, em relagdo a outras formas farmacéuticas, entre as
guais podemos ressaltar a sua grande especificidade, que pode possibilitar o
exercicio de sua atividade farmacoldgica, com diminuicdo de efeitos
secundarios. Como conseguem atingir um alvo bem determinado, até
mesmo, receptores celulares especificos, 05 lipossomas tornam-se menos
toxicos e necessitam de posologia menor para realizarem o mesmo efeito
terapéutico.









2.1.1. Generalidades

No decorrer do século XIX e até meados do século XX, a tuberculose
era uma doenga comum entre poetas, intelectuais, musicos e demais
artistas. Associada a um estilo de vida boémio e desregrado, era entdo
considerada uma "doenca romanfica”. Foi também nessa época, no ano de
1882, que Robert Koch descobriu a bacténa causadora da moléstia e que
por essa razdo, acabou por ser denominada de ‘bacilo de Koch”
(Mycobacterium tuberculosis) (FUNASA, 2003).

A tuberculose também é apontada por muitos como um "mal social”,
por estar intimamente ligada as condigdes precdnas das classes sociais
menos favorecida. Isso acontece devido ao fato da doenga se estabelecer
mais facilmente em individuos com baixa resisténcia organica, que pode ser
causada por inumeros fatores como ma qualidade de vida, falta de higiene,
tabagismo, alcoolismo etc.

Atualmente, a tuberculose € a doenga infecto-contagiosa que mais
causa mortes no Brasil que &, segundo a Organizagao Mundial de Saude
(OMS), o unico pais das Américas que encontra-se entre as 22 nagbes
responsaveis por 70% de casos da enfermidade em todo © mundo (Fiocruz,
2003).

O Brasil elaborou um plano emergencial para o controle da
tuberculose, objetivando que 100% dos municipios tenham agbdes de
diagndstico e tratamento da tuberculose, 80% dos centros de salde
desenvolvam essas a¢des, 90% dos casos existentes sejam diagnosticados
e que B5% dos casos tratados sejam curados (Assis, 2001).

Os alcances atuais do programa sao: 1) vacinagdo de 90% dos
menores de 1 ano, 2) descoberta de 75% da estimativa de casos, 3)
resultados favoraveis de 75% dos pacientes que iniciam tratamento. Estas



acdes governamentais t&m colaborado para a redu¢do do problema da
tuberculose no Brasil (FUNASA, 2003).

Apesar desse esforgo, a tuberculose persiste como importante
problema de saude publica no Brasil, representado por cerca de 90 mil
casos novos e mais de 6 mil mortes anuais, segundo dados da Secretaria
em VigilAncia da Saude do Ministérno da Saude. A reducio da taxa de
incidéncia de casos, embora sustentada, € pouco expressiva (2% ao ano
para a forma pulmonar positiva). Ha um relatéio da OMS falando da
situagdo preocupante da tuberculose no Brasil.

Esse panorama tende a se agravar por varias causas, destacando a
crise econdmica, a deterioragao dos servicos de saude e a epidemia de
AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (FUNASA, 2003).

“A declaragado pela OMS, do estado de emergéncia da tuberculose e a
sua magnitude na préxima década (80 milhdes de casos e 30 milhdes de
mortes em todo 0 mundo) valem como um alerta a todos os paises” {Figura
01).

O numero de casos novos registrados no Brasil em 1896 foi de
aproximadamente 100 mil; 85% dos casos de tuberculose no pais ocorrem
em maiores de 15 anos. No caso de adultos, a forma puimonar corresponde
a 90% do total, enquanto em criangas este percentual &€ de 75% (Figura 02).

A taxa de mortalidade sofre flutuagdes, segundo as diversas faixas
etdrias: alcanga valores elevados na faixa de O e 4 anos, decresce a partir
dessa idade, torna a se elevar na faixa dos 10 e 14 anos, para chegar ao
pico maximo entre idosos, a partir dos 60 anos (Ministério da Saude, 1995).
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produzir mais de um milhdo de niicleos infecciosos, que sao muito estaveis e
se mantém suspensos no ar por um longo periodo de tempo e particulas
com didmetro de até 5 ym, contendo de 1 a 3 bacilos, atingem os espagos
alveolares. O nimero de bacilos inalados necessarios para se estabelecer
infeccdo ndo & exatamente definido por depender da viruléncia do bacilo e
da resisténcia do hospedeiro, porém estudos indicam que este numero
esteja entre 10 e 50 unidades, cerca de 6% dos bacilos inalados {(Assis,
2001).

Os métodos disponiveis para diagnéstico da tuberculose
compreendem exames radiolégico, imunolégico e bactenolégico, aplicaveis
de acordo com a forma e estagio da doenga. O exame radiolégico ¢ indicado
para individuos sintomaticos com baciloscopia negativa. A prova
tuberculinica € utilizada como meétodo auxiliar de diagndstico de TB em
pessoas ndo vacinadas com BCG. Realiza-se a cultura do bacilo para
individuos suspeitos de tuberculose pulmonar, negativos ao exame direto e
para diagnéstico de formas extrapulmonares. A baciloscopia direta no
escarro ¢ o método de escolha por ser simples, de baixo custo, seguro e
principalmente, por permitir identificar casos baciliferos, fontes de
propagacao da doenga (FUNASA, 2003)

De modo geral, a patogénese da tuberculose pode ser dividida em
estagios que ocorrem sequencialmente durante a evolugdo da doenga sem
intervengdo terapéutica. O primeiro estagio se inicia com a inalagdo do
bacilo da tuberculose e sua subsequente instalagdo em um alvéolo
pulmonar, onde é capturado por macréfagos alveolares (Assis, 2001). A
evolugdo para o préximo estagio & dependente de trés fatores: viruléncia do
microrganismo, carga bacilifera e resisténcia do hospedeiro. Se os
macréfagos alveolares falharem em destruir o bacilo, este se multiplica ate
que o macréfago se rompa, liberando uma nova geragdo de bacilos que
serdo entdo fagocitados por outros macréfagos alveolares e por macréfagos
Tmaturos provenientes da corrente sangilinea (Assis, 2001).
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Inicia-se entdo, o segundo estdgio da patogénese, caracterizado por
relacionamento simbiético no qual o macréfago nao ativado é incapaz de
destruir ou inativar o bacilo, que por sua vez n3o agride o macréfago pois, o
hospedeiro ainda ndc desenvolveu hipersensibilidade tuberculinica (Assis,
2001). No pnmo-infecgdo, como o hospedeiro apresenta-se destituido de
resisténcia especifica, os bacilos proliferam-se com desenvolvimento de
lesao com reagao inflamaténa aguda ou sub-aguda.

Quando a multiplicagdo iogaritmica dos bacilos no interior dos
macréfagos cessa, se inicia o terceiro estagio da doencga, o que se da de
duas a trés semanas apds a inalagdo do bacilo. O hospedeiro se toma
tuberculina-positivo e as lesées apresentam necrose caseosa. O bacilo é
capaz de sobreviver em material caseoso sélido mas aparentemente, nao
pode multiplicar-se devido a condigbes desfavoraveis como falta de oxigénio,
pH reduzido e presenga de acidos graxos inibitérios. Se o nimero de bacilos
for pequeno, a probabilidade de regressao da lesdo & maior porém, se a
carga bacilifera for maior, ocorre aumento das lesdes que se convertem em
tubérculos, caracterizados por formagdes nodulares constituidas por uma
regido central onde se encontram células gigantes tipo Langhans, uma
regido média de células epitelidides € uma camada periférica de fibroblastos,
linfécitos @ mondcitos. Em individuos imunologicamente debilitados o quarto
estdgio da doenga é caracterizado pela fagocitose de bacilos onundos dos
caseos por macrofagos ndo ativados ou fracamente ativados que permitem
sua multiplicagdo intracelular, resultando em crescimento da area de
necrose caseosa € migragdo, através dos canais linfaticos e sistemna
circulatério, para varios 6rgdos, em especial aqueles de maior oxigenagao.
Este tipo de disseminagdo hematogénica pode causar tuberculose miliar,
caracterizada pela ocorréncia de varnios pequenos tubérculos de tamanho
uniforme ocomrendo simultaneamente nos pulmdes ou figado, bago e nns.
Em individuos resistentes, os macréfagos capazes de inibir a multiplicagdo
dos bacilos se acumulam em grande quantidade em tomo do centro
caseoso, resultando em redugdo ou interrupgdo dos danos teciduais (Assis,
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2001).

O quinto estdgio & caracterizado pela liquefagdo do caseo e
formagao de cavidade. O material liquefeito constitui-se em excelente meio
para proliferagdo dos bacilos que se multiplicam extracelularmente. As
paredes de brénquios adjacentes se tornam necréticas, formando uma
cavidade que ao se romper, descarrega bacilos € material caseoso
liquefeito, atingindo outras regides do pulmao. Ao tossir, falar ou espirrar, o
doente dissemina este material infeccioso para © meio externo. A ruptura de
vasos localizados na parede ou l[imen da cavidade € a causa mais comum
da hemoptise, presente em estagios avangados da doenga (Assis, 2001).

2.1.3. Tratamento e profilaxia

2.1.3.1. BCG e quimioprofilaxia

As medidas de carater profilatico incluem a vacinagido e a
quimioprofilaxia, sendo a segregagdo do paciente recomendada apenas em
casos severos por curtos periodos.

A vacina BCG, sigla para Bacilo de Calmette-Guérin, é produzida a
partir de subcepas vivas e atenuadas derivadas de Mycobactenum bovis.
Parte integrante de Programas Nacionais de Controle, a vacina confere
imunidade a individuos ndc infectados, diminuindo o risco de
desenvolvimento da doenga ao estimular resposta imunolégica mais rapida e
intensa a infecgao pelo bacilo. A imunidade conferida pela vacina, poréem, ¢
de carater temporario e varidvel de 70 a 80% (Assis, 2001).

No Brasil, a vacinagio & obrigatéria para crangas menores de 1 ano
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¢ prioritariamente indicada para criangas de 0 a 4 anos. As recomendagdes
de vacinagao abrangem recém-nascidos que tenham peso igual ou superior
a 2 Kg, mesmo HIV positivos, desde que n&o apresentem sintomas da
sindrome, bem como para trabalhadores da 4rea de salde em contato com
possiveis infectantes. A revacinacdo deve ser realizada para todas as
criangas por volta de 6 anos de idade.

A quimioprofilaxia visa a prevengdo do desenvolvimento de
tuberculose pela administragio de quimioterapicos & individuos infectados
com Mycobacterium tuberculosis que ndo desenvolveram a doenga, e &
individuos sob alto risco de contagio. Além dos beneficios diretos pela
protegdo individual, a grande importancia da quimioprofilaxia estd na
interrupgdo da propaga¢do do bacillo a partir de doente bacilifero. A
isoniazida tem sido recomendada para este procedimento devido a sua
comprovada capacidade de reduzir o desenvolvimento da doenga.

O esquema quimioprofilatico recomendado pelo Programa Nacional
de Controle da Tuberculose consiste na administragdo diaria de isoniazida
na dosagem de 10 mg/ Kg de peso, com dosagem maxima de 400 mg, por
periodo de 6 meses. O tratamento & indicado para comunicantes
intradomicitiares de baciliferos, adultos e menores de 5 anos ainda nao
vacinados, recém-nascidos coabitantes de foco bacilifero, comunicantes

soropositivos para HIV ou imunodeprimidos (Assis, 2001).

2.1.3.2. Quimioterapicos

A quimioterapia para doengas micobacterianas foi iniciada em 1944
quando pela primeira vez administrou-se estreptomicina, com resultados
notiveis, a um paciente com tuberculose pulmonar progressiva, que nao

respondia aos meios curativos disponiveis na época. Até entdo, os
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procedimentos adotados visando a cura da doenga eram baseados em
isolamento, repouso do paciente, dieta reforgada, ar puro e em casos muito
avangados, procedimentos cirdrgicos, como a toracoplastia (Assis, 2001).

O advento da quimioterapia inaugurou uma nova era no fratamento
da tuberculose, reduzindo dramaticamente as taxas de morbi-mortalidade e
dando fim ao prolongado periodo de tratamento que, por vezes, se estendia
por toda vida do doente.

O objetivo da quimioterapia & erradicar os bacilos nos vérios
ambientes onde se encontram no organismo do hospedeiro. A maior carga
bacilifera é representada pelos bacilos extracelulares que se multiplicam nas
paredes das cavidades e meio liquido necrotico. Mas, ainda se faz
necessario combater os bacilos exiracelulares, de crescimento lento,
encontrado em matenal caseoso e bacilos de crescimento lento encontrados
no interior dos macréfagos. Os bacilos em estado latente ndo podem ser
atacados, pela quimioterapia convencional, até que iniciem processo de
multiplicagao (Assis, 2001).

Esta necessidade de combater o bacilo da tuberculose em
diferentes ambientes, em parte, explica a utilizagio de mais de um farmaco
no tratamento da tuberculose, uma vez que cada um deles tem um espectro
de acdo especifico, porém a razdo pnncipal consiste na prevengdo da
emergéncia de cepas resistentes a um ou mais farmacos, pois a agao
combinada de dois ou mais destes agentes resulta em rapida destruigdo dos
bacilos em seus varios estagios evoiutivos.

Os farmacos correntemente utilizados no tratamento da tuberculose
(TB) sao divididos em dois grupos de acordo com a eficdcia e toxicidade
apresentada. Os farmacos de primeira linha, ou também chamados
farmacos de escolha sa3o a isoniazida, a rifampicina, a pirazinamida, a
estreptomicina e o etambutol. O grupo de farmacos de segunda linha &
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formado por etionamida, acido p-amino-salicilico, canamicina, amicacina,
ciclossenna, capreomicina, tioacetazona e ofloxacino (Assis, 2001).

A isoniazida ({INH), principal farmaco do arsenal antituberculose,
surgiu da observagido de atividade antimicobacteriana da nicotinamida e
subsequente avaliagdo de seus analogos. Seu mecanismo de agao nao esta
completamente esclarecido, porém sabe-se que envolve a inibigdo da
sintese de acidos micélicos, componentes essenciais da parede celular do
bacilo. Outros mecanismos de a¢ao foram propostos, incluindo a agio como
antimetabdlito para NAD ou piridoxal fosfato.A INH é um bactericida efetivo
contra bacilos em crescimento do complexo M. tuberculosis, tendo atividade
vanavel in vitro contra micobactérias ndo causadoras de tuberculose e
nenhuma atividade contra M. Avium.

A isoniazida € bem absorvida, atingindo concentragbes plasmaticas
entre 3 e 5 pg/ml de 1 a 2 horas apés uma dose oral de 300 mg. E
metabolizada pelo figado a acetilhidrazida, acido nicotinico e isonicotinil
glicina. Aproximadamente 75 a 95% da dose administrada & excretada na
urina apds 24 horas, como INH e seus metabdlitos. O efeito adverso mais
comum € a neuropatia periférica, causada pelo aumento da excregdo de
pindoxina {(Vitamina B6) induzida peta INH (Assis, 2001).

A pirazinamida (PZA) também & um analogo da nicotinamida cujo
mecanismo de a¢do ndo & conhecido. Possui espectro restrito de acao,
apresentando atividade bacteriostatica contra M. tuberculosis porém, é
inativa contra M bovis. A importancia da utilizagao de pirazinamida reside em
sua capacidade de destruir bacilos no interior dos mondcitos. Estudos
sugerem que PZA seja um pro-farmaco do acido pirazindico, sendo este
Gltimo responsével pela atividade. A maior importancia do emprego de PZA
estd em sua aplica¢do em terapias de curto prazo, complementando a
atividade da isoniazida e rifampicina. Os efeitos adversos mais comuns
estio relacionados A hepatotoxicidade e hiperuricemia.
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A nfampicina (RMP), sintetizada pela primeira vez em 1965, &
resultante de modificagdes moiecuiares efetuadas em compostos com
atividade antimicrobiana, as rifamincinas. E um farmaco bactericida
importante no tratamento de doengas causadas por micobactérias em geral,
apresentando boa atividade contra M. tuberculosis intra e extracelular,
atividade mediana contra © compiexo M. avium e baixa atividade contra M.
Fortuitum. O mecanismo de agdo da RMP parece ser a inibigao de p-
subunidade de RNA polimerase DNA-dependente. De grande importancia
para o desenvolvimento dos regimes de curta duragdo, combinado a
isoniazida, permitiv a redugao do tratamenfo de 18-24 meses para 6-9
meses. A rifampicina € metabolizada no figado por deacetilagdo, sendo o
metabdlito eliminado na urina. A administragdo de doses elevadas, acima de
15 mg/ Kg, tem sido associada a ocorréncia de anemia, falha renal aguda e
leucopenia (Assis, 2001).

Antibidtico da classe dos aminoglicosideos, a estreptomicina (SM) tem
atividade bactericida contra micobactérias extracelulares. O mecanismo de
ac&o parece ser a inibigdo de sintese protéica por ligar-se a subunidade 30
S ribossdmica. O que resulta em danos a membrana do bacilo. E
administrada por via parenteral por ser escassamente absorvida a partir do
intestino. Distribui-se amplamente pelos fluidos organicos, acumulando-se
nos tecidos, com liberagao lenta. Entre os efeitos adversos, pode causar
dano ao oitavo nervo craniano, nefropatia e ototoxicidade.

O etambutol (EMB) é um tuberculostatico desenvolvido a partir de
um programa de screening no qual varios analogos de N, N'-diisopropil-
etilenodiamina foram sintetizados e testados, resultando o etambutol como o
composto mais afivo. Quase todas as cepas de M. tubercuiosis e M.
kankansasii, @ muitas cepas do complexo M. avium sio sensiveis a este
farmaco e a importdncia de seu emprego reside em sua capacidade de
suprimir o crescimento da maioria dos bacilos resistentes a isoniazida e
estreptomicina. Embora o mecanismo de agdo nao esteja completamente
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esclarecido, EMB parece inibir a incorpora¢ac de acido mictlico na parede
celular micobacterana. A dose usual de 15 mg/Kg é bem tolerada, com raros
relatos de neurite retrobulbar, seu mais importante efeito adverso, que esta
relacionado a dose e duragdc da terapia. A acuidade visual deve ser
acompanhada durante o decorrer do tratamento.

A etionamida (ETH), derivado da a-etilticisonicotinamida, parece
atuar inibindo a sintese protéica pelo bloqueio de aminoacidos que contém
enxofre, inibindo a sintese de acidos mictlicos. Apesar de apresentar
apenas 10% da atividade da INH, sua toxicidade & 15 vezes menor. Os
efeitos colaterais mais freqlentemente observados sao anorexia, vomitos e
desconforto gastrintestinal {Assis, 2001).

A canamicina (KN) e a amicacina $sao aminoglicosideos, portanto,
apresentam o mesmo mecanismo de a¢do da estreptomicina. A KN
apresenta atividade inferior a SM e tem sido usada na terapia da tuberculose
em combinagdo com outros farmacos. A amicacina apresenta atividade
superior 3 KN e semelhante a SM, porém nao € utitizada no tratamento
inicial principatmente devido a seu custo elevado, sendo indicada no
tratamento de tuberculose resistente.

A ciclosserina (CS) € um analogo da D-alanina que atua pelo
bloqueio da alanina racemase e D-alanina sintetase, o que resulta em
inibicdo da sintese da parede micobacteriana. Doses elevadas do farmaco
podem causar sintomas relacionados ao sistema nervoso central, como
sonoléncia, dores de cabega, letargia e depressao entre outros.

A capreomicina {CM) € um polipeptideo bacteriostatico obtido a partir
do Streptomyces capreolus, cujo mecanismo de agdo, ainda desconhecido,
parece estar relacionado com a inibigio de sintese de proteinas. Devido a
pequena absor¢do intestinal € administrada por via intramuscular e sua
distribuigdo no organismo ainda n&oc € conhecida. Alguns dos efeitos
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adversos relatados s&o ototoxicidade, nefrotoxicidade e eosinofilia.

A ticacetazona (TZA) é uma tiosemicarbazona de baixa atividade
anti-micobactenana, porém indicada para utilizagdo com isoniazida e
estreptomicina por nao apresentar resisténcia cruzada em relagio a estes
farmacos. Seu uso clinico apresenta limitagbes devido a sénos efeitos
adversos quando de sua administragdo, como perturbagdes gastrointestinais
e anemia. Seu mecanismo de ag3o é desconhecido.

O acido p-aminossalicilico (PAS) é um agente fracamente
bactericida que recebeu renovado interesse devido ao surgimento de TB
resistente. Seu mecanismo de agdo esta relacionado com a sintese de
tetraidrofolato e ao transporte de ferro. Sua atividade se aplica apenas
contra M. tuberculosis em crescimento, sendo inativo contra bacilos
intracelulares e n3o apresenta afividade contra a maiona das demais
micobactérias. Atualmente é usado em combinagao a outros agentes mais
potentes para aumentar sua eficacia e impedir ou retardar o surgimento de
resisténcia.

O ofloxacino é um antimicrobiano da classe das quinolonas, que
atua por inibigdo da DNA girase. Em geral é bem tolerado, podendo
apresentar efeitos colaterais como nauseas, diamréia e dor abdominal em até
10% dos pacientes. O ofloxacino tem sido incluido como parte de regimes
multidroga para tratamento de infecgdes em pacientes portadores do virus
da imunodeficiéncia adquirida (HIV) {Assis, 2001).

2.1.3.3. Esquemas de tratamento

Em linhas gerais, o tratamento da tuberculose é dividido em duas

fases uma fase intensiva ou de ataque, durante a qual o objetivo é destruir a
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populagéo de bacilos que estao se multiplicando, e uma fase de manutengio
ou continuagdo, que visa destruir os bacilos que se encontram em estado
latente e aqueles nao atingidos pela primeira fase. Um nimero maior de
farmacos é usado na primeira fase, que pode variar de 1 a 2 meses, do que
na fase de manutengdo, cuja duragao varia de 4 a 10 meses. Nos regimes
para tratamento de casos novos sdao empregados farmacos de primeira
linha: isoniazida, nfampicina, pirazinamida e etambutol. Em alguns paises

subdesenvoividos emprega-se a tioacetazona por seu baixo custo.

Os regimes de tratamento de TB sdo expressos utilizando-se um
codigo padrdo composto de numeros e letras, onde os nimeros indicam a
duragdo do tratamento, em meses, e as letras representam o farmaco
utilizado a saber. H para isoniazida, T para tioacetazona, R para rifampicina,
S para estreptomicina. E para etambutol e Z para pirazinamida. Um numero
subscrito ap0s a letra que designa o farmaco indica o numero de vezes por
semana em que este deve ser administrado (Quadro 01). Na década de 60,
0 regime padrao, 2S5TH/10-16TH, utilizado em muitos programas nacionais
de controle, demandava de 12 a 18 meses de tratamento. Este prazo foi
reduzido para 6 meses em 1993, com o0 regime de curta duragio
2HRZE/4HR, recomendado pela OMS e “Amencan Thoracic Society”.
Apesar dos custos elevados dos farmacos utilizados nos regimes de curta
duragdo comparados ao aplicado anteriormente, a sua adog¢ao resultou em
beneficios evidentes, indices de cura mais elevados, maior aderéncia do
paciente ao fratamento e notdvel redugdo do surgimento de resisténcia
micobacteriana. Além destas vantagens, a quimioterapia de curto prazo
demonstrou melhor retagao custo-beneficio.

Existem varias combinagdes de farmacos para elaborar diferentes
regimes adequados ao orgamento e sistema de saude de cada pals. O
Quadro 01 mostra possiveis alternativas de regimes para cada categona de
tratamento recomendada pela OMS. Em situa¢des especiais os esquemas
descritos no quadro ndo se aplicam, sendo necessaria prescricao
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Quadro 01 - Esquemas quimioterapicos altemativos para cada

categoria de tratamento. Fonte: Funasa, 2003.

REGIMES ALTERNATIVOS
CATEGORIA -
DESCRICAC
Fase inicial {diArioou 3
Fase de manutengdo
YeZes por semana)
Bacilifero positivo
novo;
Bacilifero-negativo
e 2 EHRZ (SHRZ)
com envolvimento 6 HE
2 EHRZ (SHRZ)
{ parenquimal 4 HR
2 EHRZ (SHRZ)
extensivo; 4 HyR,
Novos casos de
formas severas de
TB extra-puimonar
Baciliferc com
retomo apos
sbandeno;
Faléncia do 2 SHRZE/1 HRZE 5 H:R3E,
n fralamento; 2 SHRZE/I HRZE SHRE
Tratamento apés
interrupgo
Bacilifero negativo
em categoria
diferente de [;
’ 2HRZ 6 HE
Formas menos
)] om de TB 2HRZ 4 HR
severas
2HRZ 4 H3H,

extra-pulmonar.
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Caso N#o aplicével. Procurar normas de procedimento

crénico/resisténcia | da OMS para uso de drogas de segunda linha em
(ainda bacilifero centros especializados

apds re-tratamento)

Legenda: H para isoniazida, T para tioacetazona, R para rifampicina, S
para estreptomicina, £ para etambutol e Z para pirazinamida. Um numero
subscrito apds a letra que designa o farmaco indica o numero de vezes por
semana em que este deve ser administrado.

A maioria dos farmacos utilizados no tratamento da TB & de uso
seguro para mulheres gravidas, com exce¢do da estreptomicina que é
ototéxica para o feto e pode ser substituida por etambutol. Durante a
amamentagdo a mae deve continuar o tratamento, sem risco para o hebé,
como forma de prevenir a transmissdo do bacilo. O bebé& deve receber
tratamento profilatico com isoniazida e imunizagdo com BCG. Mulheres que
fazem uso de contraceptivos orais correm o risco de ter reduzido a protegao
contra a gravidez caso sejam tratadas com rifampicina. Nesta situagao, o
contraceptivo deve ser substituido por outro com maior teor em estrogénio
ou usar outra forma de contracepgao (Assis, 2001). No Brasil, o tratamento é
desenvolvido em regime ambulatorial, sendo admitida hospitalizagao apenas
em casos de meningite tuberculosa, indicagbes cirdrgicas, complicagtes
graves ou quando o estado geral do doente ndao permite tratamento em
ambulatério. Em todos os esquemas adotados no Programa Nacional de
Controie da Tuberculose do Ministério da Saude, a medicagdo deve ser
administrada diariamente. O Quadro 02 apresenta os esquemas adotados
de acordo com as possiveis situagtes de tratamento. Os Quadros 03, 04, 05
e 06 descrevem os esquemas citados (FUNASA, 2003).




Quadro 02 - Esquemas de tratamento segundo a situagao do caso. Fonte:
COORDENAGAO NACIONAL DE PNEUMOLOGIA SANITARIA - FNS — MS,

1995.
SITUACAO ESQUEMA INDICADO
Sem tratamento anterior” I
Com fratamento anterior:
Recidivante do Esquema I IR
Retorno apds abandono do Esquema 1
Meningite tuberculosa I

Faléncia dos Esquemas I ou IR"

HI

%Considera-se sem tratamento os pacientes que nunca se submeteram a
quimioterapia antituberculosa ou o fizeram por menos de 30 dias. °Entende-
se por faléncia a persisténcia da positividade na baciloscopia no escarmo ao

final do tratamento.

Quadro 03 - Esquema | - 2RHZ/4RH. Fonte: COORDENAGAO
NACIONAL DE PNEUMOLOGIA SANITARIA — FNS —MS, 1995,

PESO DO DOENTE

MAIS
FASES DO ATE20Kg [20A35|35A45| DE
DROGAS
TRATAMENTO (mg/Kg/dia) | (mg/dia)} | (mg/dia) | 45Kg
(mg/dia)
R 10 300 450 600
1" FASE
Z 10 200 300 400
(2Zmeses)
H 35 1000 1500 2000
2’FASE R 10 300 450 600
(4meses) H 10 200 300 400

Legenda: H para isoniazida, R para rifampicina e Z para pirazinamida.
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Quadro 04 - Esquema IR - 2RHZE/4RHE, Fonte;: COORDENACAO
NACIONAL DE PNEUMOLOGIA SANITARIA-FNS-MS, 1995,

PESO DO DOENTE

MAIS
FASES DO ATE20Kg |[20A35 | 35A45| DE
DROGAS
TRATAMENTO (mg/Kg/dia) | (mg/dia) | (mg/dia)| 45Kg
(mg/dia)
R 10 300 450 600
1" FASE H 10 200 300 400
(Zmeses) Z 35 1000 1500 2000
E 25 600 800 1200
R 10 300 450 600
2'FASE
H 10 200 300 400
(4meses)
E 25 600 800 1200

Legenda: H para isoniazida, R para rifampicina, E para etambutol e Z para

pirazinamida.

Quadro 05 - Esquema [l - 2RHZ/7RH. Fonte: COORDENAGAO
NACIONAL DE PNEUMOLOGIA SANITARIA - FNS -MS, 1995.

DOSE
FASES DO DROGAS g/ kg de peso/ di MAXIMA
m [ 18
TRATAMENTO
(mg)
R 20 600
1* FASE
H 20 400
(2meses)
Z 35 2000
2°FASE R 10220 600
(7meses) H 10a20 400

Legenda: H para isoniazida, R para rifampicina e Z para pirazinamida.




Quadro 06 - Esquema Iil - 3SEtEZ/SELE". Fonte: COORDENAGAQ
NACIONAL DE PNEUMOLOGIA SANITARIA - FNS —MS, 1995,

PESO DO DOENTE

MAIS

FASES DO DROGAS ATE20Kg [20A35|35A45| DE
TRATAMENTO (mg/Kg/dia) | (mg/dia) | (mg/dia)| 45Kg

(mg/dia)

S 20 500 1000 | 1000

1* FASE Et 12 250 500 750
(3meses) E 25 600 800 1200
Z 35 1000 | 1500 | 2000

2*FASE Et 12 250 500 750
(9meses) E 25 600 200 1200

Legenda: S para estreptomicina, E para etambutol, Et para etionamida e Z
para pirazinamida.

O controle do tratamento consiste na aplicagcdo de meios que
permitam o acompanhamento da evolugao da doenga e utilizagdo correta
dos farmacos. Faz-se necessana realizag8o de baciloscopia de controle,
acompanhamento clinico periédico e monitorizagdo da entrega e uso dos
medicamentos.

Em 1993, o Programa Global para Tubercuiose (GTB) da OMS,
iniciou a divulgag8o de uma estratégia de deteccdo e cura que se tomou a
base da maioria dos planos de controle de varios paises. Denominada
DOTS (Directly Observed Treatment Short-course), a esfratégia combina
cinco elementos: compromisso politico, servigos de microscopia, provimento
de farmacos, sistemas de monitoramento e observagao direta do tratamento.
O GTB tem provido as inforrmagdes necessanas, tais como diretrizes
técnicas e material de treinamento para divulgagdo e implantagdo da
estratégia DOTS, fomecendo assisténcia para mais de 60 paises.
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Em 1998, o Ministério da Salde declarou a tuberculose como
problema de saude prioritario no Brasil, implantando a estratégia DOTS em
projeto piloto na Regido Centro-Ceste. A adesdo ao projeto tem sido
encorajada atraveés de incentivos financeiros com reembolso aos Estados
pelas baciloscopias realizadas e por cada paciente curado (Assis, 2001).

Apesar de haver drogas eficientes para o combate a tuberculose, a
vacinagao representa ainda a melhor altermativa para a protegdo contra essa
doenga. A vacina BCG (Bacilo Calmette-Guénn), uma vacina viva baseada
em Mycobacterium bovis atenuado foi infroduzida para uso humano em
1921. Embora venha sendo amplamente utilizada, sua eficicia permanece
controversa. Tem sido demonstrado por meio de estudos clinicos, que ©
nivel de protecao alcangado em diferentes populagdes varia de 0 a 75%
além disso, a utilizagdo de uma importante ferramenta de diagnédstico, o
teste de hipersensibilidade cutdnea, é dificultado em individuos que foram
vacinados com BCG.

No que conceme a seguranga da BCG, existe uma preocupagao
crescente no uso de organismos vivos em individuos imunocomprometidos,
fato especialmente agravante se considerarmos que no caso da tuberculose
a co-infecgio pelo HIV tém-se tornado cada vez mais comum. Por todos os
motivos acima expostos, a procura por uma alternativa de imunizagdo mais
eficaz tem levado a investimentos no desenvolvimento de uma nova vacina
contra a tuberculose.

2.1.4. Epidemiologia e resisténcia

2.1.4.1. Aspectos mundiais

A tuberculose é atualmente, um sério problema de saude publica em
escala global. No Ambito das doengas infecciosas é a principal causadora de



mortes de jovens e adultes: uma em cada quatro mortes evitaveis é atribuida
a tuberculose. Estima-se que cerca de um tergco da populagdo mundial,
aproximadamente 1,7 bilhdes de pessoas, esteja infectado com o M.
tuberculosis, a grande maioria residindo em paises em desenvolvimento
(World Health Organization, 1998; World Health Organization, 1999).

Segundo dados da OMS, no ano de 1998, foram notificados
3.617.045 casos (61 por 100.000 pessoas) em todo o mundo, o que
representa aumento de 7% em relagdo ao ano anterior. Este numero
representa apenas 45% dos 8,08 milhbes de casos estimados. Deste total,
77% dos casos ocorrem em um grupo de 22 paises acompanhados pela
OMS com prioridade, devido as elevadas taxas de incidéncia e mortalidade,
do qual o Brasil faz parte, na 13" colocagdo, em numero absoluto de casos
estimados {124.000) e na 22* colocagdo em numeros relativos, 74,7 por
100.00 habitantes. A India ¢ o pais com maior incidéncia absoiuta, com
1.828.000 casos, seguida de China, Indoneésia e Bangladesh. O Zimbabwe
aparece como o pais de maior incidéncia relativa, 560,1 casos por 100.000
habitantes

Associada a pobreza e negligéncia por parte dos 6rgaos de saude, a
tuberculose prevalece em paises subdesenvolvidos. Sdo oriundos destes
paises 95% dos casos nofificados 8 OMS e, 98% das mortes. Como
agravante 75% dos casos ocorrem em populagdo economicamente ativa,
entre 15 e 45 anos, alimentando vinculo entre a pobreza e a doenga (World
Health Organization, 2000).

Comeo principais fatores contribuintes para o crescimento alarmante
dos Indices epidemiol6gicos pode-se citar o movimento migratério de
pessoas para regifes de alta incidéncia e prevaléncia, programas
ineficientes de controle da doenga, surgimento de cepas resistentes a um ou
mais farmacos antimicobacterianos e pnncipalmente, a combina¢do letal
entre tuberculose e AIDS (Raviglione, 1997).
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O efeito da migragao se faz sentir particularmente em paises
industnalizados, causando elevag3o no nuimero de casos, especialmente
enfre minorias étnicas e raciais. De todos os casos notificados nos Estados
Unidos em 1996, 37% ocorreram em individuos nascidos em outros paises.
Em paises como Dinamarca, Suécia, Suica e Nova Zelandia este nUmero
ultrapassa 50% (World Health Organization, 2000).

A chave para o controle da tuberculose estd na rdpida detecgéo e
cura de casos infecciosos. Para que estas medidas sejam efetivas, faz-se
necessara a elaboragao e implanta¢ao de planos nacionais de controle da
doenga, estabelecendo estratégias e diretrizes que proporcionem métodos
eficazes de diagndstico, registro de Iindices estatisticos, esquemas
terapé@uticos adequados e aplicagdo de medidas profilaticas. Em muitos
paises, a concep¢do ermrdnea do controle sobre a doenga associada 3
programas inconsistentes tem resultado em baixos indices de cura,
reincidéncia € o mais alarmante, ¢ surgimento de resisténcia aos agentes
quimioterapicos usualmente empregados (World Health Organization, 1998).

Nas uitimas décadas, o crescente emprego de agentes
antimicrobianos e, principalmente, seu uso inadequado, resultaram em
desenvolvimento de microorganismos resistentes aos principais anti-
micobacterianos em uso, isoniazida, rifampicina, pirazinamida, streptomicina
e etambutol (World Health Organization, 1998). A resisténcia representa
assustadora ameaca pois, $30 poucos os farmacos disponiveis no arsenal
terapéutico e em particular, a propagagio de cepas resistentes aos dois
mais importantes farmacos, isoniazida e rifampicina, pode resultar em
agravamento do quadro epidemiolégico e faiéncia dos atuais esquemas de
controle (Bloom, 1994).

A resisténcia em microrganismos ocorre naturalmente pelo
surgimento de mutantes durante o processo de multiplicagho, independente
da interagdo com antibidticos. A exposi¢cdo de M. tuberculosis a um unico
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agente antimicobacteriano resulta em sele¢ao, por eliminar ou suprmir 0s
microrganismos susceptiveis, permanecendo vivos 0s bacilos resistentes
(Figura 03). Neste contexto, a resisténcia pode ser classificada como
primaria, quando ocofre em pacientes que nunca receberam tratamento ou
secunddria, também chamada de adquirida, quando apds exposigcdo ao
agente antimicobacteriano, o bacilo resistente & selecionado (Goble, 1994).

A ocorréncia espontdnea de tuberculose multi-resistente (MDR),
definida como resistente a isoniazida e rifampicina, com ou sem resisténcia a
outras drogas, é exiremamente improvavel, visto que a probabilidade de
mutagdes que resuitem em resisténcia simultanea a isoniazida e rfampicina
& o produto das probabilidades individuais ou seja 1 em 10 (as
probabilidades para surgimento de resisténcia para isoniazida e rifampicina
foram estimadas em 10° e 108, respectivamente). Portanto a emergéncia de
MDR-TB esta inequivocamente relacionada ao emprego inadequado de
farmacos antimicobacterianos (Raviglione, 1997).

Cepa selvagem de M. tuberculosis

l Mutagdo espontinea

Surgimento de cepa resistente

_| Regime inadequado

‘ Resisténcia adquirida

J

—l Transmissdo

Resisténcia Primaria

Figura 03 — Fluxograma que leva a resisténcia - desenvolvimento e
propagacao de bacilos resistentes. Fonte: ASSIS, 2001.
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Sob a perspectiva mundial, a prevaléncia média entre novos casos de
tuberculose é de 10% de resisténcia & uma unica droga e de 1,4% para
MDR. Em paises como Argentina e Republica Dominicana a prevaléncia
para MDR-TB uitrapassa 4,5%, indice considerado alarmante pela OMS
(vide Figura 04) (World Health Organization, 1998).

A assustadora elevagao na ocomréncia de MDR tem sido associada a
aplicagdo de regimes terapéuticos ndo padronizados ou inadequadamente
conduzidos, a incapacidade de manutengio de um suprimento regular de
medicamentos, levando a interrupgdo do tratamento, & utilizagho de
medicamentos de qualidade insatisfatéria @ @ associagdo com a também
crescente epidemia de AlDS {Iseman, 1993).

A ocormréncia de tuberculose entre portadores do virus HIV tomou-se
uma epidemia dentro de uma pandemia, que fem causado aumentos
notaveis na incidéncia de tuberculose em muitos paises. Devido a sua
capacidade de debilitagdo do sistema imunoiégico do hospedeiro, o HIV tem
sido considerado como o mais importante fator de risco para
desenvolvimento da doeng¢a (Snider ef al, 1994). Individuos HIV-positivos
tdm probabilidade de adoecer de tuberculose aumentada em 30 vezes em
relagdo a um individuo ndo-portador. Cerca de um tergo do aumento na
incidéncia de TB nos Ultimos seis anos pode ser atribuido ao HIV, Ao final
desta década haverao 1,5 milhGes de casos de tuberculose ocorrendo por
associagdo com a AIDS (Snider ef. al., 1994).

Em 1996, cerca de 22 milhdes de pessoas estavam infectadas pelo
HIV, 90% residindo em palses em desenvolvimento onde ocorem 98% das
mortes causadas por TB. Estimativas prevéem a existéncia de mais de 9,5
milhdes de pessoas duplamente infectadas, 70% destas na regido sub-
Sahariana da Africa. O risco anual de evolugio da infecgdo latente para
tuberculose ativa é de 5 a 10% para individuos portadores dos agentes
etiologicos para TB e AIDS, estes mesmos percentuais s&o aplicados a um
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periodo correspondente A expectativa de vida de um individuo no infectado
por HIV. As consequéncias deste risco elevado sao evidentes, quando se
observam os nUmeros relativos & incidéncia de TB em varios paises
africanos onde, apds anos de declinio, o nUmero de casos relatados se
elevou dramaticamente. (Narain et. al., 1992).

Percebe-se entdo, a exirema necessidade de se desenvolver
melhores estratégias de combate e prevengao para a tuberculose afim de se
agilizar e aumentar a penetragao do tratamento, aliada a redugéo de efeitos
adversos, possibilitando uma maior adesdo e bem-estar para o paciente,
com consequente diminuicdo da resisténcia (Fig.04) (Ministério da Salde,
1995).

Vindo de encontro a esta necessidade, temos o desenvolvimento de
formas de liberagio modificada, que tém os lipossomas como um de seus
principais representantes. Embora a produgdo de lipossomas em larga
escala seja ainda um processo caro, acreditamos que esta € justificada,
devida sua alta capacidade de penetragéo e especificidade, o que tornaria o
tratamento da tuberculose mais efetivo, rapido e de baixa toxidade
reduzindo-se assim, taxa de abandono, resisténcia (tanto primaria,
secundaria e multiresistente - MDR) e conseqientemente custos, relativos a
acdes de tratamento e possiveis complicagdes devido longo periodo,
interrupgdes de tratamento e rescindivas, sem falar em estarmos afastando
o risco crescente e perigoso da expansao da tuberculose MDR.
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2.2.1. Generalidades

Os chamados vetores medicamentosos $30 um dos mais modemos
representantes dos medicamentos de liberagdo prolongada. Dentre estes
vetores, podemos citar como exemplos os lipossomas. Lipossomas sio
estruturas vesiculares e microscopicas, formadas basicamente por
fosfolipidios organizados em bicamadas concéntricas que circundam
compartimentos aquosos. Devido suas propriedades anfifilicas, os
lipossomas podem incorporar substancias tanto no compartimento aquoso
como na bicamada lipidica. Eles sdo formados espontaneamente, quando
lipidios anfifilicos s@o dispersos em agua. Os componentes formadores dos
lipossomas se agregam formando assim as bicamadas, que se fecham
sobre si mesmas, formando estruturas esféricas onde uma ou mais camadas
lipidicas englobam parte da solugdo de farmaco no seu interior. Eles
possuem indmeras vantagens, em relagdo a outras formas farmacéuticas,
enfre as quais podemos ressaltar a sua grande especificidade, o que
possibilita 0 exercicio de sua atividade farmacolégica, com diminui¢do de
efeitos secundarios. Como conseguem atingir um alvo bem determinado, até
mesmo receptores celulares especificos, os vetores medicamentosos
tomam-se bem menos téxicos e necessita de posologia menor para
realizarem o mesmo efeito terapéutico o que leva também, a uma diminuigao
drastica no tempo total do tratamento (Puisieux ef. al., 1988).

A primeira descrigdo sobre os lipossomas foi feita pelo cientista
britanico Alec Bangham, na década de 1960 e desde entdo, eles tém sido
usados como cameadores de farmacos em uma sénie de aplicagbes
farmacéuticas. Varias formulagdes envolvendo lipossomas e farmacos
convencionais como a anfotericina B e a doxorrubicina assim, como
proteinas, oligonucleotideos e genes encontram-se atualmente em estagios
avangados de desenvolvimento, sendo que alguns dos quais ja estdo sendo
comercializados. Os numerosos estudos pré-clinicos e clinicos mostram que,



quando veiculados em lipossomas, os fArmacos exibem toxicidade reduridas
a tecidos normais, enquanto retém ou melhoram a sua eficacia. Sistemas
liposssomais com matenais fusogénicos (Ex.: polietilenoglicol), atualmente
em desenvolvimento, tdm ¢ potencial de liberar fairmacos intracelularmente
melhorando € muito a sua atividade terap&utica.

Os lipossomas podem ter em sua composicdo védnas combinagbes
lipidicas que resuitam em diversas propriedades relacionadas com
estabilidade em diferentes temperaturas; grau de rigidez de suas camadas e
carga de superficie das vesiculas formadas. Além disso, podem ser
produzidos em uma vasta gama de tamanhos (Quadro 07) e, terem a sua
superficie modificada de modo a permitir o direcionamento especifico e a
liberagéio controlada do materal encapsulado. Tais caracteristicas devem
ser consideradas, de acordo com a aplicagdo desejada, e a escolha das
particulas € capaz de garantir em grande parte, 0 sucesso esperado. De
uma maneira geral, o desenvolvimento de lipossomas como veiculo eficiente
para liberagcdo sistémica de farmacos implica na correta escolha dos
compostos lipidicos que irdlo compdo e de quais caracteristicas {presenca
de carga na sua superficie ou ndo; maior ou menor fluidez;, presenca de
promotores de especificidade, como enzimas etc) lhe serdo adequadas tanto
em relagdo ao farmaco que ird transportar quanto o sitio de agéo que ird
atingir.

Quadro 07 - Tamanhos de lipossomas. SUV- Small unilamellar
vesicles, LUV- Large unilamellar vesicles, MLV- Multilameliar vesicles

. didmetro Rela¢do farmaco
7. encapsulado/ qtd de fipldio
usada na produg8o do lipossoma
(nm) {(piimg fipidio)
Suv 20-50 0.5
LUV : 200-1000 13,7
MLV ’ 400-3500 4,1
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Alem da administragao por via intravenosa, os lipossomas possuem
flexibilidade de composigao, de modo a permitir também, sua administragao
por todas as vias conhecidas. Na via pulmonar, por exemplo, podem ser
usados lipossomas tanto convencionais como do tipo “stealth”, com
composigao adequadas, produzindo diferentes taxas de liberagdo do
material encapsulado.

Vanas metodoiogias usando varos principios fisicos e bioquimicos
vém sendo propostos para examinar o desenvolvimento de sistemas com
um grau terapéutico aceitavel para alvos especificos (Pnista of. al., 1981),

Lipossomas vém sendo extensivamente testados em animais. O
maior desenvolvimento nos Uitimos anos, tem sido o desenvolvimento
desses vetores com um prolongado tempo de circulagdo no sangue,
comumente chamado lipossomas de circulagao longa. Lipossomas contendo
monosialogangliosideo GM (Lima, 1995), polietilenoglicol ou derivado de
fosfatidiletanolamina nao $a0 rapidamente englobados por macréfagos do
sistema reticulo-endoteliai e permanecem na circulagdo por muito mais
tempo que os lipossomas ditos convencionais.

2.2.2. Métodos de preparagao
2.2.2.1. Constituintes estruturais
Os lipossomas podem ser formados, a partir de varos fosfolipideos:
fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina etc. O mais usado ¢ a

fosfatidilcolina, pura ou em combinagdo com colesterol (Pierri ef. al., 1999).

Fosfolipideos: consistem de uma cadeia principal de glicerol, os
glicerofosfolipideos, com suas fungdes alcool esterificadas pelos Aacidos
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graxos que formam a porgao hidrofdbica da molécula. A outra extremidade
comporta um grupo polar, que constitui a “cabeca polar’ do lipidio
(geraimente um fosfato, no caso de fosfolipideo). Os acidos graxos sao
principalmente aqueles com 16 ou 18 carbonos, e podem possuir uma ou
mais insaturagdes, ndo conjugadas. A fosfatidilcolina ¢ a mais comumente
utilizada conhecida também como lecitina de soja ou de ovo. A diferenga
entre elas é a proporgao relativa dos 4cidos graxos esterificantes, o que vai
determinar um maior nimero de insaturacdes nas cadeias carb®nicas da
lecitina de soja (Weiner ef al, 1989). H4 também um numero razoavel de
fosfolipideos sintéticos disponiveis para a prepara¢do de lipossomas dos
quais o mais utilizado € o cloreto de dioctadecildimeti-aménio (DODAC)
(Carmona-Ribeiro et al., 1983).

O fosfolipide mais abundante em plantas e animais é a
fosfatidilcolina, a qual representa o principal constituinte estrutural da maiona
das membranas bioldgicas. Por esta razao, os lipossomas de lecitina
apresentam vantagens em relagdo aos de outros anfifilicos do ponto de vista
bioldgico, principalmente para emprego farmacéutico.

Segundo Crommelin (1984), a adigdo de fosfolipideos carregados
negativa ou positivamente permite diminuir os fenbmenos de agregagao das
vesiculas, o que pode ser favoravel para a estabilidade da preparagao.

Diferengas na composi¢do dos acidos graxos da molécula podem
alterar as caracteristicas dos fosfolipideos. Os acidos graxos podern diferir
no nimero de dtomos de Carbono € no grau de insaturagao.

Os fostolipideos insaturados devem ser manipulados com precaugdo
afim de diminuir os riscos de oxidagao na presenga do oxigénio do ar. Os
fosfolipideos devem ser conservados na sua forma sélida ou em solugao, a
-20°C ou & -70°C, em atmosfera de gas inerte. Os solventes mais utilizados
para dissolver os fosfolipfdeos sao o cloroférmio ou uma mistura metanol/

’
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cloroférmio (1:2, v/ v) (Fattal ef. al., 1993).

O grau de pureza dos fosfolipideos utilizados para a preparagao dos
lipossomas deve ser elevado (superior a 99%), sendo que a
lisofosfatidilcolina (fiso PC) ndo deve estar presente. A presenca de liso PC é
resuitante da hidrdlise da fungiio éster sobre o carbono da posigao 1 ou 2 do
glicerol, 0 que causa um aumento considerdvel da permeabilidade das
membranas dos lipossomas.

Esterdides: sao lipidios estruturais presentes nas membranas da
maioria das cé&lulas. Abundante nos tecidos animais, localizando-se
primariamente nas membranas celulares {Lehninger etf. al., 1993).

Devido a estrutura de sua molécula e as suas propriedades de
lipofilia, o colesterol orienta-se na bicamada lipidica entre as moléculas de
fosfolipideo com o grupo hidroxila dirigido para a fase aquosa € o anel
triciclico ancorado entre os carbonos das cadeias graxas. O resultado 6 um
efeito de empacotamento de moléculas na bicamada (Fomés & Procépio,
1987).

Blume & Cevec (1990) relataram um experimento desenvolvido com
diestearoilfosfatidilcolina e colesterol na proporgao molar de 1 : 1. Os autores
destacam a dificuldade extrema em preparar estas vesiculas e tambem
alertam para o risco potencial da administragado de grandes quantidades de
colesterol, principaimente a pacientes com aita predisposicéo a

hipercolesteroiemia.

Lipossomas sem colesterol interagem rapidamente com as proteinas
plasméticas (albumina, transferrina), que tendem a extrair os fosfolipideos
estruturais dos lipossomas, depletando a monocamada externa das
vesiculas, levando a uma instabilidade fisica da preparagao (Weiner of. al.,
1989). Sua inclusao na parede dos lipossomas exercem 3 efeitos:
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Diminui a fluidez e aumenta a microviscosidade da bicamada.
Diminui a permeabilidade da membrana a moléculas
hidrossoluveis.

o Estabiliza a membrana na presenga de fluidos bioldgicos, como
o plasma.

2.2.2.1.1. Selecdo de componentes

Ndo existe uma regra geral para a selecio dos componentes
estruturais a serem empregados na formulagdo de lipossomas para uso
farmacéutico. Cada produto formulado com lipossomas possui seus proprios
requisitos de estabilidade, seguranga e grau de pureza, desta forma uma
grande variedade de lipidios, incluindo produtos naturais, semi-sintéticos e
sintéticos com varios graus de pureza podem ser empregados naoc havendo
recomendagOes estritas. Assim fica claro que a escolha das maténas-primas
depende da intengao de uso e do tipo de preparagao que se pretende obter
{Maierhofer, 1988).

Ao se preparar lipossomas € indispensavel fixar um certo numero de
parametros tais como: a razdo molar dos diferentes constituintes lipldicos, a
concentragao fina! de lipidios na suspensdo, bem como o volume da
suspensdo (por exemplo: fosfatidilcolina de gema de ovo/ colesterol/
fosfatidilglicerol, raz&o molar 7/ 2/ 1, 20 mM, 2 mlL). Tais pardmetros
permitem calcular as quantidades de cada um dos componentes a serem

utilizados para a preparagao (Figura 05).
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Figura 05 — Esquema mostrando a estrutura intema de um lipossoma
multiamelar. P, fosfolipideos{] farmaco lipossolivel; @ colesterol;
O farmaco hidrossoluvel. Fontd: GREGORIADIS, 1995.

Todos os metodos empregados na preparagdo dos lipossomas
envolvern algumas etapas comuns (Figura 06);

Dissolugao dos lipidios em um salvente orgénico.
Evaporacio do solvente organico.
Dispersao dos lipidios secos em uma solu¢ao aquosa.

0O o o o

Dissolugdo da substancia a encapsuiar na solugao organica
ou na solugdo aquosa, em fun¢ao do seu equilibrio hidréfilo/
lipéfito.

o Eliminagdo das substancias ndo encapsuladas através de
técnicas de separagdo (filtracAdo em gel, didlise,
centrifugacao).
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Figura 06 — Etapas comuns a todos os métodos de preparacio de
lipossomas. Fonte: LIMA, 1985.
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Os varios métodos de preparagdo de lipossomas diferem entre si
geraimente pelo modo de dispersio dos fosfolipidios na fase aquosa. Para
uma melhor comparagdo entre os métodos de preparagio, € importante
descrever algumas das caracteristicas principais na preparagio de
vesiculas. As caracteristicas que mais refletem as vaniagbes decorrentes dos
diferentes métodos sdo aquelas envolvendo a encapsulagdo das
substancias pelas vesiculas. A eficicia de encapsulagao pode ser expressa
por exemplo, pela porcentagem ou taxa de encapsulagio a qual
cofresponde a proporgao de soiuto associada aos lipossomas em relagao 2
quantidade inicialmente encontrada no meio. (Piern ef, al., 1999)

2.2.2.2. Métodos de obtencgdo

Os métodos de preparagao de lipossomas $40 numerosos e levam a
formagao de varios tipos de vesiculas que diferem entre si pelo tamanho,
estrutura e capacidade de encapsulagado (Pierri ef. al., 1999).

De acordo com © método, & possivel obter vesiculas multi ou
unilamelares. Lasic ressalta a influéncia da energia sobre a formagao dos
varios tipos de vesiculas. Por exemplo, as MLVs formam-se
espontaneamente, quando o filme fosfolipidico & hidratado em excesso de
adgua ou tampdo. Ja as LUVs e SUVs possuem maior energia livre e,
portanto, deve haver a dissipagao de alguma forma de energia no sistema

para a sua obtengao.

Requisitos bdasicos para um método de preparagac ideal de
lipossomas:

a Simples.
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Padronizado.
Reprodutivel.
Com boa relagio custo/ eficacia.

O o a o

O produto obtido deve ser estavel e homogéneo por um

periodo de tempo suficiente.

o Capaz de produzir lipossomas homogéneos em pequena e
larga escala.

a O tamanho dos lipossomas deve ser controlavel.

2.2.2.2 1. Hidratagdo de filme lipidico

Uma solugao aquosa € adicionada a um filme de fosfolipidios obtidos
pela evaporagdo de um solvente organico onde os fosfolipidios estavam
solubilizados. A dispersao e facilitada pela utilizagao de um vortex e/ ou pela
introdugdo de pérolas de vidro no baldo. O filme fosfolipidico, em contato
com a solugdo aquosa, engolfa parte dela, até que se desloca das paredes
do baldo para formar espontaneamente as vesiculas.

O diametro das vesiculas obtidas & bastante elevado, da ordem de
alguns micrdmetros, e a distribuicdo de tamanho €& muito heterogénea.
Dependendo da energia empregada (agitagao leve, vortex, natureza do
fosfolipidio, for¢a idnica, natureza dos ions, concentragdo, pureza), formam-
se MLV de diferentes distribuigbes de tamanhos.

No caso de uma leve agitagio, o didmetro, a lamelaridade, e
distribui¢do de tamanho dos lipossomas variam dentro de uma ampla faixa
(0,1 a varias dezenas de micrometros). Uma distribuicao de tamanho
relativamente bem definida (1 a 4 micras) pode ser obtida se a energia
adicionada ao sistema (vortex por 10 minutos) assim como, a composi¢ao e
a concentragao forem rigorosamente controladas.
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O volume aquoso encapsutado varia entre 0,5 e 4,1 pl/ uymol de
fosfolipidio. As taxas de encapsulagio obtidas por este método variam de 2
a 15%. Segundo Maierhofer, 1988, o Indice de encapsulagfo das vesiculas
obtidas por esse método & mais elevado quanto mais lentamente for
realizada a hidratagdo. A adicio de fosfolipidios camregados origina um
aumento na distancia entre as bicamadas lipidicas, reduzindo a tendéncia a
agregacdo das MLVs apés sua formacdo.

"“20 A% ﬁe

g @ e
. .

Figura 07 ~ Hidratagdo do filme lipidico seco. Fonte: PIERRI &
GREMIAQ, 1999.

2.2.2.2.2. Sonicacio

Com a finalidade de reduzir o didmetro dos lipossomas MLV obtidos
por hidratagdo do filme lipidico, a dispersdo de lipossomas pode ser
submetida a ag&o de ultrassom. A sonicacdo de dispersdes de fosfolipidios
resuita em preparacfes com baixa turbidez, as quais consistem de
microvesiculas de bicamadas lipidicas circundando compartimentos
aquosos. Por este meétodo, introduzido por Saunders (1962), obtém-se
lipossomas SUV de didmetros que variam de 20 a 50 nm.

O pracesso de irmadiacdo de ultrassom pode ser feito por sonicadares



de banho ou por sonda (Figura 08). Este ultimo & mais eficiente que o de
banho para reduzir o tamanho dos lipossomas. Entretanto, os aparelhos do
tipo TIP, que possuem sondas metalicas de titAnio de onde partem as ondas
de ultrassom, podem liberar residuos do metal, promovendo a degradagéo
do lipidio estrutural da vesicula.

Os sonicadores de banho evitam esse problema, mas os detalhes
experimentais requerem maior aten¢do, como o tempo de sonicagio, a
forma do recipiente usado para conter os lipidios, volume da solugéo e a
posigao do recipiente no banho para obter vesiculas com menor didmetro
possiveis e reprodutiveis.

Na preparagio de SUV por essa técnica, & essencial que a sonicagao
seja efetuada numa temperatura superior 8 Temperatura de Transi¢io de
Fases (Tg), que no caso representa a temperatura necessana para que o
lipidio passe para a forma liquida, do lipidio de mais alto ponto de fusdo na
mistura e que as vesiculas permane¢am acima da Tg por pelo menos 30
minutos para formar uma preparagao estavel. Abaixo da Tg, formam-se

estruturas semelhantes a agregados de SUV com defeitos na bicamada.

O alto raio de curvatura dessas vesiculas proporciona uma maior
percentagem de fosfolipideos na monocamada extema (60 a 70%)
comparado a monocamada intema, levando a uma distribuigio assimétrica
dos componentes lipidicos nas bicamadas quando séo utilizadas misturas.

Em refagio ao volume de encapsulagdao no espago aquoso, as SUV
sdo limitadas com valores na faixa de 0,2 a 1,5 yl/ ymol de lipidio, vanando
com a composigao lipldica da vesicula e 0 tempo de sonicagdo. Apresenta
taxa de encapsulagido baixa entre 0,1 e 1%. A inclusdo de colesterol
aumenta o volume de captura. O pequeno espa¢o aquoso limita o tamanho
das macromoléculas que podem ser encapsuladas (até 40.000 daftons).
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pequenas fundem-se para formar um filme multilamelar que intercala as
moléculas do soluto entre sucessivas camadas. Na reidratagdo, sdo
formadas vesiculas maiores, as quais encapsulam uma por¢ao significante
do soluto.

2.2.2.2,5. Caracteristicas dos principais métodos de preparagdo
dos lipossomas

As caracteristicas dos principais métodos de preparagdo dos
lipossomas estao resumidos no quadro abaixo. De acordo com este quadro,
vanos critérios devemn ser considerados para a formulagao de lipossomas.
Sua composigdo, estrutura {uni ou multilamelares) e tamanho sao
determinados em fungdo de critérios de estabilidade e de suas aplicagdes. O
volume de encapsulacdo deve ser elevado caso se pretenda encapsular
macromoléculas. Além do que, o meétodo de preparagdo ndo deve ser
agressivo a substéncia a encapsular. Por outro lado, a caracteristica da
vesicula obtida depende da técnica utilizada, e disso depende sua
aplicabilidade em terapéutica.

Ainda hoje, a obtengdo industrial de lipossomas esta sendo
desenvolvida. Métodos ideais para a produgdo de lipossomas em larga
escala que originem lotes consideraveis ou uma preparagdo continua, assim
como a uniformidade do produto e a reprodutibilidade do processo estdao
ainda em estudo e discussao.



Quadro 08 - Principais caracteristicas dos métodos de preparacdo dos
lipossomas. Fonte: NEW, 1990; FATTAL et. al., 1993; MEMOLI et. al., 1995.

|___Reidratacan

Volume de .
) Eficiéncia de
Método de Didmetro |encapsulagado
Estrutura ericapsulagao
preparagao (pm) {(uumol
e (%)
lipidio)
Hidratagao do
MLV 1,0 1418 9-27
filme
Sonicagao de
Suv 0,02-0,05 0,2-1,5 0,1-1,0
MLV
Extrusao por
“French Pressure SuUV 0,02-0,08 0,2-1,5 525
Cell”
Extrusido de MLV
por membrana de
policarbonato
0,1 ym SUV 0,06-1,0 1-3 5-30
0,2A1uM MLV 0,05-2,0 1,8-3.7 15-60
Microfluidizagao Suv <0,1 0,7-1,0 5-78
Injecao de etanol Suv 0,03 05
VER (Evaporagéo
LUV 0,1-1,0 11-17 30-68
em fase reversa)
Infusdo de éter LUV 0,05-0,25 13-25 20
Congelamento/
Descongelamento LUV 0,09 25-30
(SUV)
Congelamento/
Descongelamento MLV 2-5 31-89
(MLV)
Fusio induzida
usao el LUV 0.2-1,0 17 10-15
por célcio
idratacéo/
Desidratagao MLV 0,02-2,0 26-72
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2.2.3. Purificagdo dos lipossomas

2.2.3.1. Remogdo de tragos de solvents orgénico

E fundamental a retirada total dos solventes organicos utilizados no
processo de produgao de lipossomas, para dispersar o material lipidico no
meio aquoso. Além de evitar problemas de desestabilizagdo futuros dos
lipossomas, uma vez que podem gerar “solubiliza¢do” da bicamada
lipossomal depois do lipossoma pronto, o que firaria a barreira lipidica que
esta separando e protegendo o principio ativo que esta no interior, Residuos
de solventes organicos junto a formulagdo lipossomal final, também
poderiam gerar graves nscos a saude, quando do momento de sua

utilizagdo.

Para retirada desses residuos de solvente, podemos utilizar a técnica
da rotaevaporagido ou evaporagdo "ovemight’ (por 12 horas) (Vemun ef. al..,
1995).

2.2.3.2. Remocao de farmaco livre

Outro ponto fundamental na purificagdo dos lipossomas é a retirada
de farmaco ndo encapsulado, que se encontra livre no lado exterior do
lipossoma. Este famaco precisa ser retirado porque em primeiro lugar,
queremos a agio do lipossoma com farmaco e ndo apenas do farmaco de
forma isolada e também, a presenga desse farmaco podena trabalhar no
intuito de formar um meio de desestabilizagcdo osmoética dos lipossomas,
gerando uma diferenga de concentragao e possibilitando a saida do famaco
ja encapsulado para o meio extemno, desestruturando totalmente a

formulagao.



Diferentes técnicas podem estar sendo utilizadas para a retirada deste
farmaco livre. Dentre elas, podemos citar (Vemuri et. al.., 1995):

a Cromatografia de troca ibnica: pode ser utilizada desde que os
lipossomas e o farmaco que se encontra encapsulado no interior do
lipossoma possuam cargas e de polaridade diferente, para se
possibilitar a separacgéo.

a Ultrafiltragdo e ultracentrifugagao: utilizada quando os tamanhos entre
lipossomas e farmacos ndo se sobrepdem.

o Gel filtracdo: que € uma cromatografia de exclusao, vai utilizar uma
coluna cromatografica para separar o farmaco livre do lipossoma
“carregado’com farmaco, baseado no principio das diferengas de
velocidade através da coluna, devido diferenca de tamanhos entre o
famaco lipossomado (maior > demora menos para sair da coluna
pois, “passa por fora” do gel) e do fdrmaco livre (menor - demora
mais para sair da coluna pois, “passa por dentro”, percorrendo os
poros do gel).

2.2.4. Caracterizagdo dos lipossomas

A caractenzacdo detathada da estrutura dos lipossomas, incluindo
distribuicdo de tamanho, nimero de bicamadas e volume de encapsulagao é
importante, uma vez que ela fomece informagbes sobre diferengcas na
estrutura causadas por mudancas no método de preparag¢do e na
composicao lipidica. Estas diferen¢as na estrutura afetam o comportamento
das vesiculas "in vitro”, assim como “in Vivo". Assim, uma definigho
apropriada da estrutura é essencial para a obten¢gdo de resultados
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reprodutiveis, um pré-requisito fundamental para 0 emprego satisfatério dos
lipossomas na terapéutica (Juliano, 1981; Jousma at. al., 1987).

Dentre as caracteristicas que mais refletem as variagdes entre os
distintos tipos de lipossomas estdo aquelas relacionadas a encapsulagao de

substancias pelas vesiculas. A eficacia de encapsulagio pode ser expressa
de vanas maneiras:

» A porcentagem ou taxa de encapsulagdo corresponde a
proporgao de soluto incorporada aos lipossomas em relagao a quantidade
inicialmente encontrada no meio.

+ A massa de substancia encapsulada por unidade de massa de

lipidio corresponde & quantidade de soluto encapsulado (pg/ mol ou em

pg/ mg).

- O volume aquoso encapsulado cormesponde ao volume ou a
massa de fase aquosa encapsulada por unidade de massa de lipidio (pg/

mol).

Vdrias técnicas podem ser utilizadas para caracterizar preparagbes de
lipossomas, entre as quais: espalhamento de luz (Yight scattering”),
cromatografia, centrifugagédo, didlise, eletroforese, ressonéncia nuclear
magnética, espectrofotometria € a microscopia eletrénica (Lesieur of al,
1991) (Quadro 09).

A microscopia eletrdbnica por criofratura fomece excelente
caracterizagdo morfolégica dos lipossomas, entretanto € uma técnica
laboriosa e que demanda um longo tempo para ser realizada (Guiot et al,
1980: Lima, 1995 a, b). Um método também adequado e, especiaimente
valido para avaliagdes mais rapidas € a técnica de espalhamento dinamico

de luz (‘light scattering”), a qual € suficientemente capaz de detectar
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alteragdes de tamanho sofridas pela dispersdo de lipossomas (Vemuri &
Rhodes, 1995).

Quadro 09 — Caracteristicas e parametros para avaliagdo de preparagdes

de lipossomas. Fonte: RHEE, 1982; AITZETMULLER, 1986; MOUNTS &
NASH, 1990, PERKINS ET. AL., 1993; LASIC, 1997.

Parimetra avalindo Metodologia

Estudos de caracterizagio peral

pH

Condutividade

Osmolaridadc

Concentragio de fosfolipideos
Compaosigio em fosfolipideos
Concenrragdo de colesterol
Volume de Captura

Determinagac por pHmetro

Condutivimetna

Osmometria

Quantificagio de fosforo (método de Bartlet)

CCD. CLAE

Ensaio par colesterol oxidase, CLAE

Determinagdo do volume aquoso no interior do lipossoma

Conccntragio da substancia encapsulada  Espcctrofotometria, CLAE, CG. ctc.

Coneentragac de solvente residual
Relagio farmaco/fosfolipideco

RMN. CG
Determinagdo da concentragio de farmaco ¢ fosfolipideo

Caracterizagdo fisica e ensaios de estabilidade

Distnbuigio dc Llamanho

Comportamento lermotropico, transicio
de fase

Determina¢io do farmaco nio
encapsuiado

Light scattering, cromatografia de exclusio em gel,
wrbidez, microscopia eletronica
DSC. RMN. ESR

Cromatografia de exclusdo em gel, cromatografia de
troca i6nica

Ensaias de estabifidade guimica

pH

Oxtdacfio das cadeizs graxas dos
fosfolipidcos

Hidrolisc de fosfolipidcos

Oxidagdo do colesterol
Depradagio do antioxidante
Degradagio da substincia encapsutada

Detcrminagio por pHmctro

Dienos conjugados, peroxidas, composigao em dcidos
graxos {CG), UV/Vis

CCD. CLAE, concentragiio de fosfolipideos ou dc dcidos
graxos livres

CCD._CLAE

CCD. CLAE

CCD. CLAE. cspeclrofotometria

Ensaios bioldgicos

Esterilidade
Pirogenicidade e endotoxinas
Toxicidade

Culturas em meios acribicos ¢ anaerobicos

Testes em coelho ou LAL (fimuius amebocyie lysate)
Em relagio ao farmaco livie comparando-s¢ ao produto
em lipossomas
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2.2.5. Vantagens do uso dos lipossomas

Dentre as diversas vantagens dos lipossomas, podemos ressaltar:

Q Sistema de liberagao controlada,

v} Biodegradavel, nao toxico, uma vez que € constituido de
fosfolipides de origem natural,

Q Pode carregar hidro e lipossolluveis, seu orificio central possui
caracteristicas hidrossoluveis. Ja entre as bicamadas de fosfollpides,
encontramos uma regido de caracteristica mais lipossolivel. Pode-se
inclusive transportar farmacos hidro e lipossolUveis a0 mesmo tempo, devido
a essa separagao mecanica promovida pelas bicamadas lipidicas do centro
hidrofilico do lipossoma,

o Previne contra a oxidagao, devido a formagao de uma barreira
lipidica protegendo o farmaco do meio exterior,

a Aumenta a eficacia e o indice terapéutico, uma vez que reduz a
perda do farmaco concentrando mais sua agdo. Isto & especialmente
importante em farmacos, por exemplo, que sac rapidamente eliminados, o
que faz com que seja administrado grandes doses, para se possibilitar sua
eficacia,

o Reduz toxicidade de agentes encapsulados, concenfra os
principios ativos no sistema reticulo-endotelial do figado e do bago,
reduzindo a absor¢ao em nivel de coragdo, rins e trato gastro-intestinal. Ex:
doxorrubicina » cardiotoxico e anfotericina B » nefrotoxico, com o uso destes
farmacos na forma lipossomada, conseguimos diminuir € muito a toxidade,

pois eles ficam em menor e menor tempo em contato com © organismo



separado momentaneamente do mesmo pela barreira lipossomal além, de
diminuirmos a dose de administragio necessaria para obtenco de eficAcia,

o Reduz eiiminagao, aumentando tempo de circulagdo. Como o
lipossoma separa o farmaco do contato direto com o organismo, até o
momento de sua liberagdo, o farmaco fica menos sujeito a metabolizagao
precoce e conseqiientemente sua eliminagao rapida,

a Especificidade,
o Aumento de estabilidade do vetorizado. Pois, a barreira lipidica

funciona como protetor fisico-quimico frente & reagtes de hidrélise, oxidagao
entre outras, que poderiam estar desestabilizando o farmaco transportado.
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2.2.7. Utilizagdo de lipossomas como transportadores de farmacos
antimicobacterianos

A emergéncia das cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a
drogas multiplas vem despertando a necessidade urgente do
desenvolvimento de novos medicamentos por meio da compreensio, em
nivel molecular, dos mecanismos de agdo e sitios alvo, bem como de
desenvolver formulagdes mais adequadas para os farmacos j& existentes, a
fim de aumentar a sua eficiéncia terapéutica. Neste dltimo aspecto, a
pesquisa em tecnologia farmacéutica tem orientado seus objetivos,
enfatizando principalmente o estudo do destino dos farmacos apds
administragao in vivo, reforgando o conceito de biodisponibilidade. Assim,
surgiram novos sistemas de veiculagdo de farmacos, entre 0s quais os
“Sistemas de Liberagdo Controlada de Farmaco® (Controlled Drug Delivery
System), cuja preocupagao fundamental inclui o estudo da velocidade de
liberacdo do farmaco no sitic de administragcdo e a velocidade com que
essas substancias atravessam as barreiras biolégicas, penetram na circula-
¢do e atingem o alvo farmacol6gico. Mais recentemente, tém sido
explorados com grande detalhamento cientifico os "Sistemas de
Direcionamento de Farmacos” (Drug Targeting System), cuja biotecnologia e
fungbes biolégicas vai muito além daquilo que se propunha anteriormente.
Esses sistemas, quando adequadamente idealizados, podem ser capazes
de determinar o destino do farmaco no organismo, evitando assim os tecidos
nao especificos, muitas vezes caracterizados como locais potencialmente
téxicos, proporcionando, dessa forma, altas concentragbes de farmaco
diretamente no local onde devem exercer seu efeito farmacolégico (Oliveira
et al., 1997).

Os sistemas coloidais de veiculagdo de farmacos, tais como
nanocapsulas, nanoparticulas, lipossomas e microemulsées tém sido
empregados com sucesso na &rea farmacéutica desde que podem
proporcionar um microambiente restrito, com propriedades bastante
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diferentes daquelas apresentadas pelo meio externo, capaz de
compartimentalizar eficientemente diversos grupos de substancias de uso
terapéutico.

Os lipossomas enquadram-se exatamente nesse conceito e, com suas
caracteristicas particulares, possuem a habilidade de direcionar farmacos
para sitios especificos, principalmente para o interior de células do Sistema
Fagocitario Mononuclear (MPS).

Para um famaco livre, sua absorg3o e distribuigio no organismo é
diretamente dependentes das propriedades fisico-quimicas da molécula.
Porém, quando a substincia estd compartimentalizada num transportador
coloidal, como o lipossoma, as propriedades fisico-quimicas que prevalecem
inicialmente s30 as do agregado, desde que este & que entra em contato
direto com o sistema bioldgico. Dessa forma, € possivel desenvolver
sistemas transportadores com diferentes finalidades, entre as quais a de
liberar substancias farmacologicamente ativas diretamente no interior das
célutas. Isso adquire uma especial importancia no tratamento de doencgas
cujos rnicrorganismos, em alguma fase da doenga, desenvolvem-se no
interior das células (Oliveira ef al., 1997).

A tuberculose & um exemplo concreto de doenga na qual os bacilos
localizam-se principalmente no interior dos mondcitos, células fagocitanas e
células gigantes. Estas células infectadas podem funcionar, entdo, como um
reservatério das micobactérias. A localizagdo intracelular € justamente um
dos fatores que dificultam acentuadamente o tratamento e favorecem a
persisténcia microbiana. Resisténcia de infecgoes bacterianas intracelulares
a terapia pode ser em decorréncia da baixa fragao de antibidtico capturado
pela célula ou da reduzida atividade terapéutica deste no pH acido dos
lisossomas. Por exemplo, antibiéticos que possuem carater basico, como os
aminoglicosideos, penetram em alta quantidade no interior dos lisossomas,
mas nio exibem efeito terapéutico desejavel em meio acido ; 55 antibidticos
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negativamente carregados, como 0s B-lactamicos, nio possuem habilidade
de atravessar membranas em raz4o de seu carater idnico no meio neutro
extracelular ou do citoplasma, oufros antibiéticos, como a clindamicina,
penetram rapidamente e em grande proporgio mas, pelo fato de serem
retidos precariamente no interior da célula, ndo exibem atividade antibiética
apreciavel.

Por outro lado, a resisténcia micobacteriana a antibioticoterapia pode
também decorrer da existéncia de uma bameira de permeabilidade ou de
mecanismos de exclusdo que afetam a penetragao dos fArmacos no interior
do microrganismo. Foi notado que o acesso das drogas as moléculas alvo
sdo fatores decisivos na determinagdo de suscetibilidade e de resisténcia
micobacteriana. Cepas do complexo Mycobacterium avium-intracelulare sao
significativamente mais resistentes a maioria das drogas contra
Mycobacterium tuberculosis em decorréncia de uma menor permeabilidade
da sua parede celular. Tem sido proposto que acidos micélicos e lipidios
associados a superficie celular formam uma barreira de permeabilidade
analoga 4 da membrana externa dos bacilos gram-negativos. Descobrir,
portanto, modos de transportar drogas através da barreira hibrof6bica da
parede micobacteriana podera implementar significativamente a terapia.

A necessidade de vetorizagdo intracelular de antibidticos na terapia
antibacteriana é reconhecida ha cerca de 10 anos. Neste sentido, a maioria
dos problemas citados anteriormente pode ser contornada veiculando-se 0s
farmacos associados a agregados coloidais como os lipossomas ou
nanoparticulas, de forma a modular o direcionamento de acordo com o alvo
a ser atingido. Tem sido demonstrado que, em cultura de macréfagos,
agentes antimicobacterianos encapsulados em lipossomas tém maior
atividade, quando comparados com drogas ndo encapsuladas. Semelhan-
temente, estudos empregando modelo de camundongo infectado com
micobactérias também tém maior eficdcia para as drogas encapsuladas
(Oliveira et al., 1897).
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A utilizagdo dos lipossomas e outros transportadores coloidais de
farmacos é, portanto, de dbvia relevancia, sendo amplas as possibilidades
de aplicagbes, com perspectivas de atingir os agentes patogénicos de forma
mais eficiente que as formas farmacéuticas convencionais, por meio de
diversas vias de administracgio.

Administra¢co por via intravenosa

Os lipossomas e outros agregados coloidais ndo escapam por si s6 da
circulagdo sanguinea, em razdo da barreira endotelial, com exce¢do do
tecido do endotélio descontinuo que recobre os capilares como os do figado,
bago e medula ossea. Esses sistemas particulados sdo capturados pelos
fagossomas das células do MPS afravés da endocitose. No interior da célula
os fagossomas se juntam aos lisossomas ocorrendo liberagao intracelular
eficiente dos antibidticos. O M. fuberculosis também é capturado pelos
macrofagos de maneira semelhante, tomando-se alvo facil dos farmacos
encapsulados em lipossomas.

Alguns estudos relativos & interagbes de lipossomas com o MPS
levaram ao estabelecimento de algumas conclusdes:

1 Majontariamente o érgio responsavel pela remogao dos lipossomas
da corrente circulatéria é o flgado, através das células de Kipffer, cujo
namero no homem & da ordem de 10°. A razio principal reside na
importancia do fluxo de sangue nesse 0Orgdo, no numero de células
fagocitirias e na localizagdo dessas células, que forram os canais
sanguineos. O bago e a medula também contribuem em menor extensao.

2 O principal modo de interagdo do lipossoma com os macrdfagos é a
fagocitose. Macréfagos podem capturar lipossomas por fagocitose nao
especifica (Figura 10), mas esta captura aumenta dramaticamente se os
lipossomas contiverem marcadores com capacidade de ligar-se a receptores



expressos na superficie das células do MPS. Esses marcadores podem ser
derivados de proteinas opsonizantes. O processo & conhecido como
endocitose mediada por receptores (Figura 10).
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Figura 10 — Mecanismos de interacdo lipossomalcélula. (a) Adsorgao,
(b) endocitose; (c) intercambio; {d) fusao. Fonte: PRISTA ef. al., 1981.

3 O compartimento intracelular final &, para lipossomas convencionais, 0
lisossoma, onde sua estrutura é destruida pelas fosfolipases e o farmaco é,

entso, liberado.
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A literatura mostra varios exemplos de formulagdes capazes de atingir o
alvo intracelular. Desidério & Campbeil verificaram que a encapsulagio da
cefalotina aumentou a captagio do antfibiético por macréfagos in vitro a
37°C. A 4°C ndo detectaram cefalotina intracelular apés a incubagdo com
cefalotina encapsulada em lipossomas, demonstrando a necessidade da
endocitose dos lipossomas para a liberagdo do antibidtico no interior da
célula.

Antibidticos aminoglicosidicos também possuem a habilidade de
eliminar bactérias de o6rgaos infectados quando encapsulados em
lipossomas. Cobaias infectadas com Brucella canis foram tratadas com
estreptomicina encapsulada em lipossomas, verificando-se morte total das
bactérias com a dose de 2 mg/kg, enquanto a mesma dose de
estreptomicina livre causou uma redugao insignificante nas bacténas. A
estreptomicina encapsulada em lipossomas unilamelares grandes, anidnicos
ou neutros, contendo fosfatidiicolina de ovo, mostrou-se inativa contra
Eschenchia coli em ensaio de diluicdo homogénea em tubo de ensaio. No
entanto, quando a Escherichia coli foi colocada no interior de macréfagos
“murina J774.2" houve um aumento da atividade antibitica da
estreptomicina encapsulada em lipossomas neutros de fosfatidilcolina por
fator de dez vezes. Essa superioridade na atividade antibactenana também
foi detectada no efeito de lipossomas contendo estreptomicina no tratamento
de infecgbes experimentais com Mycobacterium tuberculosis.

Administrago pelo sistema respiratorio

Entre os sistemas coloidais de veiculagdo de farmacos, os lipossomas
tém sido amplamente estudados como direcionadores de substancias para
os pulmdes. Os lipossomas s3o particularmente apropriados para essa
finalidade, uma vez que os anfifllicos usualmente utilizados em sua
estruturagio, como a fosfatidilcohna sao bastante biocompativeis, além do
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que tambeém podem ser preparados com os fosfolipideos encontrados
naturalmente nos pulm&es como componentes dos tensoativos alveolares. A
encapsulagdo de farmacos em lipossomas pode ser ufilizada com vérios
objetivos, entre os quais o de alterar a farmacocinética da substancia ativa,
de prolongar o tempo de residéncia do farmaco com as vias aéreas,
diminuindo a distribui¢ao para outros tecidos do organismo, ou ainda como
meio de proporcionar niveis plasmaticos adequados. Desde que a
tortuosidade do trato respiratério representa uma barreira para a penetragéo
profunda de particulas nos pulmdes, a administragAo de lipossomas ou outro
sistema coloidal, no nivel de bronquiolos e alvéolos, requer preparagdes
com didmetros menores que 56 pm, sendo os lipossomas adequados a
essa aplicagao.

Odestino dos lipossomas nos puimdes, apds administragdo, & um
importante aspecto para que a liberagdo do farmaco seja eficaz do ponto de
vista terapéutico. Fatores como a estabilidade ou tempo de residéncia dos
lipossomas nos pulmdes exercem uma influéncia muito significativa no
tempo de liberagdo do farmaco in vivo. Foi verificado que vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) marcada,
administradas em coelhos, s8o0 rapidamente associadas ao parénquima
pulmonar. Sabe-se que, em geral, a composi¢ao do lipossoma pode alterar
tanto a velocidade como a extensdo da captagao pelos pulmdes, sendo que
vesiculas de fosfatidilglicerol s&o captadas muito rapidamente. Geralmente,
em comparagio com os tensoativos pulmonares, quando fosfolipideos sao
administrados na forma de lipossomas a remogdo destes, dos pulmdes,
ocofre mais lentamente. As células epiteliais tipo Il sdo capacitadas em
remover fosfolipideos exbgenos do espago alveolar, sendo que esse
processo & agilizado por apoproteinas tensoativas. A incubagdo de
lipossomas com células tipo Il isoladas e macréfagos alveolares mostrou que
a proteina alveolar SP-A aumenta drasticamente a captagdo de lipidios pelos
macréfagos. Dessa forma, a administragio de farmacos nos pulmdes

poderia ocorrer em dois niveis distintos:
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Néo fagocitaria: Tem o objetivo de modular a liberagso de fAmacos de
modo a obter um efeito local intenso ou prolongado. Sabe-se que vesiculas
simplesmente depositadas na superficie dos alvéolos pulmonares
proporcionam liberagao prolongada do farmaco encapsulado. A velocidade
desse processo pode ser confrolada pela inclusdo de colesterol, por
exemplo, o qual aumenta a estabilidade da estrutura jn vivo, diminuindo a
velocidade de liberagdo do farmaco. Estudos com tensoativos exdgenos
mostram claramente que a inclusdo de fosfatidilglicerol na estrutura do
lipossoma aumenta a difus&o na superficie alveolar proporcionando uma
diminuicAo potencial da estabilidade de lipossomas unilamelares e
promovendo a liberagio mais rapida do famaco. Qutro aspecto interessante
e que se o principal mecanismo de liberago de farmacos nos puimdes é a
fusdo das vesiculas com a superficie dos alvéolos puimonares ou a troca
lipidica (Figura 10} entre os constituintes da bicamada lipidica do lipossoma
e tensoativo alveolar, entio lipossomas multlamelares possuem maior
potencial de retardar a liberagdo do fArmaco do que vesiculas unilamelares.
Esses aspectos constituem boas altemnativas para a administracdo de
antimicobacterianos com o objetivo de intensificar o efeito farmacologico

destes nos pulmoes.

Considerando que o foco inicial da tubercuiose aparece muito
frequentemente nos puimdes, devido a maior facilidade de transmissao
aérea, e considerando que aproximadamente 85% dos casos notificados no
Brasil sio de tuberculose pulmonar, seguido pela pleural, € de especial
interesse o uso da propriedade dos lipossomas de se acumularem nos

pulmdes, utilizando-se a via de administragéo pulmonar.

Fagocitdria: Desde que os lipossomas podem ser rapidamente captados
pelas células fagocitarias dos puimbes, essa propriedade pode ser utilizada
para direcionar compostos com atividade antibiética para os macréfagos
alveolares. A incorporagao de antibidticos em lipossomas tem proporcionado



aumento da atividade antibacteriana em relacdo A substancia livre,
especialmente no tratamento de infecgbes de monécitos e macréfagos.
Desde que foi demonstrado in vitro que macréfagos alveolares captam
rapidamente lipossomas, a inalagdo de lipossomas contendo antibidticos
pode constituir um importante meio de direcionar esses farmacos para
macréfages alveolares infectados. A variagdo da composicao dos lipossomas
por inclusdo da proteina tensoativa alveolar SP-A proporcionou aumento
significativo da captagdo das vesiculas pelas células alveolares tipo Il
Estudos in vitro mostraram que a rédpida velocidade de captura dos
lipossomas pelos macréfagos alveolares permitiu formular lipossomas
contendo amicacina. O antibi6tico encapsulado foi utilizado no tratamento de
macréofagos alveolares infectados com Mycobactenum avium-intracellulare,
sendo que a formulagdo aumentou em aproximadamente cem vezes a
atividade do fammaco em relagio a4 dose equivalente da amicacina em
solugdo (Oliveira et al., 1997).
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2.3. Rifampicina

Quadro 11 — Rifampicina: caracteristicas farmacopéicas
2.3.1. Farmacocinética
2.3.2. Farmacodindmica
2.3.3. Indicagdes
2.3.4. Contra-indicagoes
2.3.5. Interagies medicamentosas
2.3.6. Reacoes adversas
2.3.7. Precaucoes

2.3.8. Adverténcias
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2.3.1. Farmacocinética

2.3.1.1. Absorgdo

A substancia ativa se absorve rapida e completamente. Apés uma dose
Unica de 600 mg de rifampicina em jejum, alcangam-se concentragbes
plasmaticas maximas de aproximadamente 10 pg/mL, depois de 2 a 3 horas.
A ingestdo simultanea com alimentos reduz a absorgio da rifampicina. Uma
infus3o intravenosa gota a gota de rifampicina no espago de 1 a 3 horas
produz perfis no plasma similar aos que origina a administragdo das mesmas
doses em forma de capsulas. Com uma infusdo de 600 mg durante 3 horas,
se alcangam concentragdes plasmaticas aproximadamente de 10 pg/mL.

2.3.1.2. Distribuig¢do

O volume de distribuigio aparente & de 1,6 L/kg em adultos € 1,1 L’kg
em criangas. A unido 4 proteinas séricas é de 84 a 91%. A rifampicina
penetra rapidamente em diversos liquidos e tecidos corporais, incluindo o
tecido 6sseo. A rifampicina cruza a barreira cerebral hemato-encefdlica,
apenas se houver inflamagio das meninges, porem as concentragbes no
liguido céfalo-espinhal podem permanecer sobre a concentragdo inibitoria
maxima para Mycobacterium fuberculosis até por dois meses com terapia
continua de 600 mg/ dia por via oral. A rfampicina cruza a barreira
placentdria humana e passa ao leite materno. Contudo, um bebé
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amamentado nao receberia mais de 1% da dose terapéutica usual.

2.3.1.3. Biotransformacio

A rifampicina é metabolizada no figado, sendo o principal metabdlito o
2,5-O-diacetilrifampicina, o qual é microbiologicamente ativo. A rifampicina
induz seu préprio metabolismo.

2.3.1.4, Eliminac3o/excrecao

A vida média de elimina¢ao no plasma da rifampicina se incrementa
com as doses altas, e aicanca 2,5 horas, 3 a 4 horas e aproximadamente 5
horas depois de doses Unicas de 300, 600 e 800 mg, respectivamente.

Depois de poucos dias de administragcdo didria repetida, a
biodisponibilidade da rifampicina diminui, e o valor da vida média que segue
as doses repetidas de 500 mg, cai de 1 a 2 horas.

Devido ao seu efeito indutor de enzimas no figado, a rifampicina
acelera seu préprio metabolismo, assim sua eliminagdo sistémica, na qual
alcanga aproximadamente 6 L/h depois da primeira dose, chega a
aproximadamente 9 L/h depois de uma dose repetida. Porém a maior parte
do farmaco se elimina na bilis. A rifampicina também aparece na unna.



Numa faixa de dose entre 150 a 900 mg; 4 a 18% da dose se excretam sem
transformagao, na urina.

2.3.1.5. Caracteristicas dos pacientes

Em pacientes idosos, as concentragdes no plasma sao comparaveis as
dos pacientes jovens. Com insuficiéncia renal, a vida média de eliminagao se
prolonga sé nas doses que excedem os 600 mg diarios. Supondo que a
fungdo excretora hepatica é normal, a dose em pacientes com fungao renal
prejudicada nao necessita ser reduzida abaixo dos 600 mg didrios. A rifam-
picina se elimina via peritnio e hemodidlise. O ajuste da dose nao é
necessario durante a didlise. Em pacientes com insuficiéncia hepatica, as
concentragdes no piasma se elevam e a vida média de eliminagdo se
prolonga. Na presenga de disfungdo hepatica severa, € necessario ajustar a

dose,

2.3.2. Fairmacodinamica

A rifampicina é um antibiético de nfamicina a qual exerce, in vitro, um
efeito bactericida sobre Mycobacterium tuberculosis, enguanto que sua
atividade contra outras espécies atipicas de Mycobacterium € vanavel. O
espectro de sua agdo bactericida também inclui M. leprae, assim como

diversas outras bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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In vivo exerce seu efeito bactericida nao s6 sobre os microorganismos
nos espagos extracelulares sendo também, naqueles localizados
intracelularmente. Também é de significAncia clinica seu efeito esterilizante.

2.3.2.1. Mecanismo de a¢io

A nfampicina inibe a polimerase do RNA dependente do DNA de cepas
bacterianas sensiveis, mas sem afetar a enzima do mamifero
correspondente, Devido & uma selegdo relativamente rapida de “um passo”
das bactérias resistentes com rifampicina, o farmaco ndo deve ser utilizado
como monoterapia para tratar infec¢des evidentes. As bactérias resistentes a
rifampicina ndo desdobram resisténcia cruzada a outros antibiticos com

excegao das rifampicinas.

2.3.3. Indicagbes

Tuberculose: Em todas as suas fases, incluindo os casos recentes,
avangados, cronicos e 0s resistentes a varios medicamentos. A rifampicina
necessita ser sempre administrada associada a pelo menos um outro
farmaco tuberculostatico. Hansenfase: No tratamento da lepra muitibacilar,
em particular para converter o estado infeccioso e nao-infeccioso. A
rifampicina deve ser usada em associagdo em pelo menos outro
medicamento  anti-hansenfase. Portadores assintomaticos de ‘M.
meningititis" Para eliminar os meningococos da nasofaringe. A rifampicina
nao est4 indicada para o tratamento da infecgao meningocoécica, devido a
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possibilidade do rapido desenvolvimento de germes resistentes. Porfadores
assintomaticos, “H. influenzae™ Indicada tanto para os portadores
assintomaticos de H. influenzae como também na quimioprofilaxia de
cnangas menores de 4 anos que tenham sido expostas ao contagio com
este microrganismo. Brucelose: No ftratamento da brucelose deve ser
associada a doxiciclina. Infecgdes estafilococicas graves e meticilina
resistentes, desde que esteja sempre associada a outro antibidtico
apropriado. Qutras infecgdes causadas por germes sensiveis a rifampicina,
tais como: estafilococos, estreptococos, gonococos, Profeus sp., H.
influenzae, E. coli e Legionella sp. Para prevenir o aparecimento de cepas
resistentes, a rifampicina deverd ser administrada com outro agente
antibactenano para o qual o microrganismo tenha se mostrado sensivel.

2.3.4, Contra-indicagdes

Em pacientes com antecedentes de hipersensibilidade as nfampicinas.

2.3.5. Interagtes medicamentosas

interferéneia de nfampicina na agdo de outros medicamentos: A
rifampicina possui propriedades indutoras das enzimas hepaticas, podendo
reduzir a atividade de alguns farmacos como anticoagulantes orais,
ciclosporina, quinidina, analgésicos, narcéticos, dapsona, corticosteréides,
digitalicos, anticoncepcionais orais e agentes hipoglicemiantes orais. Tem-se
relatado também diminuigdo da atividade dos seguintes medicamentos
quando administrados simultaneamente com rifampicina: metadona,
barbitdricos, diazepam, verapamil, betabloqueadores adrenérgicos,
clofibrato, progesterona, disopiramida, mexiletina, teofilina, cloranfenicol e
anticonvulsivantes. Pode ser necessario o ajuste das doses destes



medicamentos se forem administrados concomitantemente com rifampicina.
A rifampicina pode causar deficiéncia de niacina e de pindoxina (neurite
periférica). A rifampicina pode prejudicar a eficiéncia dos anticoncepcionais
orais com aumento do risco de gravidez. /nferagdo de outros medicamentos
com rifampicina: Tém-se evidenciado que os antiacidos interferem com a
absor¢io de rfampicina. Também quando a rifampicina ¢ administrada junto
com o acido paramino salicilico (PAS), os niveis séricos de rifampicina
podem diminuir, conseqlentemente estes medicamentos devem ser
tomados com intervalo de pelo menos 6 horas. No caso de cetoconazol,
pode haver diminuigdo da concentragao sérica de ambos os medicamentos
e as dosagens podem necessitar de ajustes, dependendo da condicio
clinica do paciente. O uso concomitante de rifampicina e outros farmacos
hepatotoxicos (por exemplo: paracetamol, halotano, isoniazida) pode
aumentar o risco de hepatotoxicidade. O uso concomitante de rifampicina e
depressores medulares podem aumentar os efeitos leucopénicos ou
trombocitopénicos desses farmacos. Probenecida aumenta a concentragdo

sérica de rifampicina. O seu usc concomitante nao é recomendado.

2.3.6. Reagdes adversas

Nas doses recomendadas, a rifampicina & geralmente bem tolerada.
Podem ocorrer as seguintes reagbes adversas, tanto com ¢ tratamento
diario como no intermitente: Reagdes cutdneas: Podem ocorrer erupgdes
leves a autolimitadas que nao parecem ser alérgicas. Tipicamente incluem
prurido e eritema com ou sem erupg3o. As reagbes cutineas de
hipersensibilidade sao mais graves e muito mais raras. Reagdes digestivas:
Anorexia, nauseas, vimitos, mal-estar, diarréia e colite
pseudomembranosa. Hepatite: Ocorre principalmente em pacientes
alcodlatras efou que ingerem concomitantemente outros farmacos
hepatotéxicos. Trombocitopenia: Pode apresentar-se com ou sem purpura.
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Esta geralmente associada a tratamento intermitente e é reversivel com a
suspensao do medicamento. Foram relatados alguns casos de hemorragia
cerebral e morte quando administragio de rifampicina foi continuada ou se
reiniciou depois do aparecimento de pUrpura. Reagdes do sistema nervoso;
Cefaléia, sonoléncia, ataxia, fadiga, tontura, confusio mental, dificuldade
de concentragao, disturbios visuais, torpor. Em pequena porcentagem de
pacientes foi venficada: eosinofilia, leucopenia, edema, fraqueza muscuiar,
miopatia, alteragbes do ciclo menstrual e nefrite intersticial. Outros: a
nfampicina pode causar deficiéncia de niacina € de pindoxina, com
possibilidade de desenvolvimento de nefrite periférica. Algumas reagdes de
nfampicina geralmente ocorrem com o seu uso intermitente, sendo
provavelmente de ongem imunolégica. Sindrome pseudogrpal:
caractenzada por epsodios de febre, calafrios, cefaléia, tonturas e dores
muculoesqueléticas, que geralmente aparecem entre o terceiro e o sexto
més de tratamento. Esta sindrome pode ocorrer em até 50% dos pacientes
que recebem dose de 25 mg/kg por dia ou mais, uma vez por semana.
Quando se utilizam doses menores e com intervalos menores (2 ou mais
vezes por semana) a freqiéncia € bem menor. Insuficiéncia renal aguda:
geralmente devido & necrose tubular aguda, embora tenham sido relatados
casos de necrose cortical. QOutras: dispnéia, sibilos, hipotensao, choque,

anemia hemolitica e alteragdes menstruais.

2.3.7. Precaugdes

A rifampicina pode produzir uma coloragdo avermelhada na urina,
saliva e lagrima. As lentes de contato gelatinosas poderao ficar manchadas
permanentemente. Em alguns casos pode ocorrer hiperbilirrubinemia nos
primeiros dias de via de execugio do figado. Isto ndo constitui por si s6 uma
indicagao para interromper o tratamento; deve-se tomar esta decisao na
repeticdo dos exames laboratoriais e levando-se em consideragio a
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condigao clinica do paciente e a tendéncia dos niveis enzimaticos. A
administragao de rifampicina pode provocar reagbes imunolégicas. Portanto,
os pacientes devem ser advertidos para que n4o interrompam o tratamento e
deve-se controla-los cuidadosamente. A rifampicina possui propriedades
indutoras enzimaticas, incluindo relatos isolados, tem-se associado uma
exacerbacao da porfina. Para solugdes gque contenham metassulfitos, este
pode desencadear reagbes alérgicas, incluindo sintomatologia de choque
anafilatico, ou crises de asma menos severas. A sensibilidade ao sulfito se
observa mais freqUentemente em pessoas asmdticas. Nao existem estudos
bem controlados com rifampicina em mulheres gravidas e na lactagdo. Em
aitas doses, a rifampicina tem mostrado agéo teratogénica em roedores. A
nfampicina & excretada no leite matemo. Embora se tenha relatado que a
rifampicina atravessa a barreira placentaria e aparece no cordao umbilical, o
efeito da rifampicina isolada ou em combinagio com outro antibidtico no feto
humano nlo é ainda conhecido. A administragdo de rifampicina durante as
ultimas semanas de gravidez pode causar hemorragias pos-nuais na mae e
no recém-nascido; o tratamento indicado € a administragdo de vitamina K.
Portanto, a rifampicina nao deve ser administrada em mulheres gravidas e
lactantes, a menos que, a critério do médico, os provaveis beneficios para a

paciente superem os riscos para o recém-nascido.

2.3.8. Adverténcias

Os pacientes com disfungio hepatica devem ser tratados com
rifampicina s6 em caso de real necessidade, € mesmo assim sob estrita
supervisdo de transaminases glutdmico-pirivica (T GP) e glutamico-
oxalacético (TGO), antes do inicio do tratamento e a cada 2 a 4 semanas.
Se detectados sinais de lesio hepatoceluiar, a rifampicina deve ser

imediatamente suspensa.
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O objetivo do presente projeto é o desenvolvimento de sistemas
lipossomais de transporte de farmacos, usados no tratamento da tuberculose
(rifampicina), visando a modificacdo e melhoramento de sua atividade
tuberculostatica.

a Incorporacao em sistemas lipossomais de fArmacos de primeira
escolha no tratamento da tuberculose (rifampicina).

a Otimizagdo da metodologia. Doseamento e avaliagdo do
rendimento do processo. Avaliagdo da estrutura e integridade da bicamada.

a] Avaliacao da estabilidade da formulagao.
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4.1. Material

0O 0 O O

4.1.1. Matérias-primas e reagentes

agua bidestilada, através do sistema Milli-Q® (Millipore);

colesterol (Sigma);

cloroférmio P.A. (Merck);

detergente neutro especial para laboratério Extran® MA 02 Neutral
(Merck);

fosfatidilcolina de gema de ovo (Sigma);

o fosfato de potassio monobdsico P.A. (CAAL);

O 0 0O 0 0o g

0O 0 00D o0 o

gel de cromatografia Sephadex® G-50 Medium (Amersham
Bioscience);

hidréxido de sédio P.A. (Merck);

metanol P.A. (Merck);

gas nitrogénio (White Martins);

rifampicina (Henrifarma);

trehalose (Sigma);

Triton-X100.

4.1.2. Equipamentos e materiais de laboratério

balanga analitica (Ohaus);

banho de ultrassom DX-20624B (Daigger);

bomba de vacuo Q-355B (Quimis);

centrifuga refrigerada RC 5C Plus (Sorvall);

centrifuga refrigerada U 32-R (Boeco Germany);
espectrofotémetro UV/Visivel DU-640 (Beckman Coulter);
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extrusor LiposoFast Basic® (Avestin);

|a de vidro purissima (CAAL);

liofilizador (Boc Edwards);

membrana filtrante para extrusor - 0,22 pm (Avestin);
membrana filtrante para seringa - Millex® - 0,45 pm (Millipore);
micropipeta automatica Nichipet® EX (Nichiryo);

papel de filtro qualitativo (Millipore);

pHmetro (Gehaka);

senngas plasticas descartaveis de 1 mL;

vértex Zx* (Velp Scientifica).

O 0O 0O DD OO O O O

4.2. Métodos

4.2.1. Preparagdo de lipossomas carreadores de rifampicina

4.2.1.1. Preparagdo da vidraria e utensilios que irdo entrar em contato

direto com os lipossomas

Deve-se ressaltar, que 0 cuidado com a vidrana e demais utensilios
que entraram em contato direto com o lipossoma foi fundamental. Para isso,
foi utilizada vidraria nova e de uso exclusivo para os lipossomas. Além disso,
na limpeza do material foi tido um cuidado especial de forma que fosse
usado o minimo de detergente possivel e de que n4o sobrassem residuos
deste na vidraria e utensilios, que entrariam em contato direto com o
lipossoma, o que acabaria por atrapalhar de forma significativa a produgao
das vesiculas lipossomais, uma vez que estas s3o constituidas por
fosfolipides. Para isso se fez necessario trabalhar com detergente neutro, de
baixo nivel de residuo, especial para laboratério Extran® (Merck) e diluido 2
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0,1%, de forma que quase nio houvesse formagdo de espuma. Mesmo
assim, foi importantissimo se enxaguar diversas vezes com agua de tomeira
apds a lavagem, terminando com dois enxagues de agua bidestilada Milli-
Q®.

4.21.2. Preparo do tampdo fosfato (pH 7,0)

Este foi preparado segundo método descrito na Farmacopéia
Americana (USP XXV). O tampao fosfato foi escolhido por se adequar a
natureza da rifampicina. Teve-se o cuidado de se trabalhar em pH 7,0, para
que nao houvesse problemas nem com a atividade da rifampicina nem com
relagdo A integridade das bicamadas do lipossoma. Para o preparo de
400mL de tamp&o deve-se em primeiro lugar pesar 2,722g de fosfato de
potassio monobasico P.A. (CAAL) e completar com agua Milli-Q isenta de
CO; para 100mL. Depois, deve-se preparar uma solugdo de hidréxido de
sddio 0,2M, pesando-se 0,4656g de hidrixido de sédio P.A. (Merck) e
completar com agua Milli-Q isenta de CO; para 58,2 mL. Em uma proveta
foram adicionadas as duas solugdes anteriormente preparadas e completou-
se 0 volume novamente com agua Mili-Q, isenta de CO.. Mediu-se o pH

obtido através de pHmetro.

4.2.1.3. Preparo da solugio de rifampicina

Em um bal3o volumétrico de 100mL foram adicionados 500mg de
rifampicina (Henrifarma) e completou-se o volume com agua Milli-Q (que
numa segunda fase do trabalho, foi substituida por tampao fosfato a fim de
se conferir melhor solubilizagio da rfampicina e maior estabilidade a

preparacgao lipossomal).
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Devido a baixa solubilidade da rifampicina em agua ou solugio
aquosa, promoveu-se agitagdo constante e aquecimento em tomo de 37°C
por 4 horas em agitador magnético. Posteriormente, a solugio foi mantida
protegida da luz, envolta em papel aluminio e em geladeira, “ovemight”
(desta forma foram observados conceitos de biosseguranga, n&o se
deixando equipamentos elétricos ligados durante a noite). Seguiu-se com
uma filtragio em papel de filtro qualitativo, completando novamente o
volume, usando-se para isso soluglo tampéo fosfato.

4.2.1.4.0Obteng3o dos lipossomas pelo método da extrusdo

1. Foram dispersos 18 mg de fosfatidilcolina e 5 mg de colesterol,
completando-se posteriormente ¢ volume para 8,0 mL com a mistura
de solventes cloroférmio/ metanol 1 : 1. Foi adicionado também, 0,4
Mol/L de trehalose a disperséo.

2. A dispersao conseguida foi entdo, dividida em 8 tubos de ensaio, com

1 mL do disperso em cada.

3. Através de movimentos circulares lentos e continuos, secou-se em
nitrogénio as 8 amostras até formagdo de um filme lipidico bem

homogéneo e delicado.

4, Procedeu-se a completa remoglio dos residuos da combinagdo de
solventes metanol/ cloroférmio, através de dessecador ligado a uma
bomba de vécuo (Quimis), por 12 horas. A remogao dos solventes foi
muito bem feita pois, caso sobre residual de solventes junto ao fiime
lipidico, isto poderia desestabilizar a formulagdo numa etapa futura.

Dai o cuidado que se teve nesta passagem.



5. A solugdo de rifampicina anteriormente preparada foi entao
adicionada ao filme lipidico bem lentamente e com agitagao suave, a
fim de se hidratar todo o filme de forma homogénea e possibilitar uma
melhor incorporagac do ativo, através da formagao dos lipassomas de
forma lenta e gradual.

6. A dispersao obtida foi entao filtrada através de uma seringa de 1mL e
membrana 0,45 ym do tipo Millex® da Millipore. Constituindo-se uma
pré-fiitracao.

7. Promoveu-se a sonicagdo do filtrado em sonicador de banho, até
clanficagao.

8. A amostra obtida foi entdo, passada 17 vezes por um extrusor
(Avestin), a temperatura ambiente, dotadc de 2 membranas de

pclicarbonato 0,22 pm, a fim de se obter lipossomas de tamanho
definido.

4.2.2. Separagio da preparagdo lipossomal
Para a separagio da preparagéo lipossomal dois métodos distintos foram

utilizados: gel-filtrag&o e centrifugagao.

4.2.2.1. Separagdo da preparagao lipossomal por gel-filtracdo

4.2.2.1.4. Preparo das microcolunas

1. Ressuspendeu-se e equilibrou-se o Sephadex G50 (Amersham
Bioscience), com tampao fosfato pH 7,0, lavando-o 10 vezes.

2. Colocou-se um “disco” de I4 de vidro na base de uma sennga plastica



de 1 mL.
3. Todo o volume da seringa foi preenchido com o gel cromatografico.

4. Entdo, inseriu-se a microcoluna preparada, dentro de um tubo de
ensaio, até que a mesma fique apoiada no topo do tubo.

5. Centrifugou-se a 200 rpm por 1 min em centrifuga refrigerada RC 5C
Plus {Sorvall), para removermos o excesso de tampao do gel.

4.2.2.1.2. Separando os lipossomas

1. Transferimos a seringa, que acabou de ser centrifugada para outro
tubo de ensaio.

2. Foi aplicado 200 pl de suspensdo lipossomal, previamente passada
por um pré-filtro do tipo Millex 0,45 um (Millipore), preenchendo toda a

sennga.

3. Centrifugamos novamente a coluna a 200 rpm por 1 min liberando o
material lipossomal, que sai da coluna para o tubo de ensaio.

4. Continua-se o processo por mais oito tubos, lavando-se com o
tampao em cada uma dessas passagens adicionais. Depois, retorna-
se para o primeiro tubo e repete-se todo o procedimento descrito, até

que se consiga o volume de amostra desejado.

5. Os lipossomas com rifampicina assim separados, foram conservados
através da técnica de liofilizagao por 24 horas. Dessa forma procurou-
se prevenir contra possiveis reagbes de desestabilizagdo, como



hidrélise, gerada pela 4gua residual existente no meio, o que acabaria
por destruir a bicamada do lipossoma, promovendo o extravasamento
do seu conteudo e conseqiiente perda da rifampicina encapsulada.

4.2.2.2. Separacéo da preparagdo lipossomal por centrifugacao

A preparacao lipossomal foi centrifugada a 10.000 x g, por 20 minutos
e 8 °C, sendo lavada 2 vezes com tampao fosfato pH 7,0.

Os lipossomas transportando a nfampicina, por serem mais pesados
que o farmaco livre, sedimentam no fundo dos tubos de centrifuga, os quais
foram posteriormente ressuspensos através do uso do vortex Zx° (Velp), nas
2 lavagens com tampio tendo o sobrenadante, onde estd o farmaco livre,
sempre separado para nac interfferir na leitura posterior em
espectrofotdmetro e para ndo gerar também, um desequilibrioc osmético em
relagao ao interior dos lipossomas. Procedeu-se a liofilizagao.

No capitulo referente a “Resultados” foi realizado estudo comparando-
se as técnicas de separacio por gel-filtragio e centrifugacio. Este estudo foi
realizado comparando-se diferentes amostras de lipossomas com
rifampicina e separando parte daquela amostra por um e a outra parte pelo
outro processo, com posterior comparagdo dos resultados de rendimento,

cuja técnica esta descrita no item 4.2.2.

4.2.3. Doseamento e avaliagio do rendimento do processo

4.2.3.1. Avaliagdo da estrutura da bicamada

Antes do processo de liofilizac3o, que foi a técnica empregada para
conservagio e manutengao do nosso produto final, retirou-se aliquota para
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se proceder entao, o doseamento do farmaco encapsulado. O processo tem
inicio, através do contato do lipossoma com 1 mL de solugao de detergente
a 1% (Triton-X100) (Vemuri ET. AL., 1994). Essa reacao promove a
destruicdo da bicamada lipidica do lipossoma, fazendo com que seja
liberado seu conteddo ativo, o qual foi dosado por espectrofotometria em
475 nm (vide curva de rifampicina, nos “resultados"). Assim, obtém-se o
rendimento do processo de encapsulamento, através da comparagao entre a
concentragao da solug&o inicial de rifampicina, de acordo com o item 4.2.1.3
€, a concentragao obtida apés tratamento com Triton-X100.

4.2.4. Estudo de estabilidade dos lipossomas de rifampicina “in
vitro”

Com o objetivo de se verificar a estabilidade dos lipossomas de
rifampicina, apoés seu preparo e técnica de conservagao por liofilizagao, foi
feito este teste de estabilidade que se encontra descrito abaixo.

Foram preparadas 6 amostras de lipossomas carreando rifampicina,
segundo técnica de extrusao, anteriormente descrita. Iniciou-se a punficacao
das amostras por centrifugagao, retirando-se 0s sobrenadantes. Para as 2
lavagens subseqtientes, os “pellets” foram entdo, ressuspensos em 2 mL de
tampdo fosfato pH 7,0 lentamente, de forma que ndo houvesse perigo de
rompimento das vesiculas lipossomais. Com esse abjetivo foi utilizado uma
micropipeta automatica e lentamente, foi-se "desgrudando” o filme lipidico
das paredes dos tubos de centrifuga, re-homogeneizando o matenial lipidico.

Ao final da segunda lavagem, os sobrenadantes foram novamente
retirados e os “pellets” ressuspensos em 2 mL de tampao, usando-se a
mesma técnica da micropipeta. As amostras lipossomais foram agora
reunidas em um Unico frasco de centrifuga. Procedeu-se nova centrifugacao
nas mesmas condigoes utilizadas para separagado dos lipossomas citada

acima ou seja, 10.000 x g durante 20 minutos, 8 °C.



Ao final dessa centrifugagao, retirou-se o sobrenadante e procedeu-se
o doseamento deste em espectrofotdmetro 4 475 nm. Assim, foi obtida a
quantidade de rifampicina livre, existente apds ¢ processo de separacgao das
amostras lipossomais por centrifugagao. Este valor foi chamado de To.

O restante da amostra foi dividido em 9 frascos-ampola tipo Ambar,
com cerca de 2 mL de amostra em cada um deles sendo posteriormente
pesados, um a um, em balanga analitica. Feito isso, estes 9 frascos foram
congelados e em seguida foram liofilizados durante 24 horas.

Terminada a liofilizac3o, os frascos foram vedados com “parafiim”
exceto um. Este foi novamente pesado, para que se fosse verificado o teor
de agua retirada durante o processo de liofilizagao. Os demais frascos foram
conservados em congelador. Quanto & agua perdida no frasco em separado
esta, foi reposta utilizando-se para isso, agua Milli-Q. Procedeu-se a
homogeinizagdo do conteido do frasco, de forma lenta e harménica.
Chegou-se entdo, novamente 4 dispersdo lipossdmica inicial. Esta foi
centrifugada, nas mesmas condigbes utilizadas anteiormente (10.000 x g,
20 min, 8 °C) a fim de se separar o fdrmaco (rifampicina) ndo encapsulado
dos lipossomas daquele, encapsulado.

A rnfampicina n3o encapsulada que se encontra entdo, no
sobrenadante, foi retirada e doseada em espectrofotbmetro & 475 nm, para
verificagdo da quantidade de rifampicina que saiu do lipossoma devido ao
processo de liofilizagao. Esta leitura foi chamada de To'.

A partir daf, foram feitas leituras apés 1, 2, 4 e 8 semanas usando-se
as demais amostras armazenadas no congelador, sempre se aplicando a
mesma técnica acima descrita. Todas as leituras foram feitas em triplicata e
os valores colocados no capitulo “resultados” sao referentes a media destas

leituras.
A partir dos resuitados finais que foram obtidos, foi construido grafico

mostrando o comportamento dos lipossomas de rifampicina preparados, no

que se refere a sua estabilidade.



4.2.5. Validagio da metodologia analitica

Para quantificagdo da rifampicina nas formulagbes estudadas e nos
testes de liberagao foi padronizado método espectrofotométrico, baseado em
uma modificagdo do descrito na USP XXI, para que fosse evitada a presen¢a
de cloroférmio. Para todos os ensaios de validagio foi adotado o esquema
de 5 repetigdes.

4.2.5.1. Espectro de absorgio (curva de varredura) da rifampicina

Foram definidos os melhores comprimentos de onda, tendo em vista
respostas de melhor linearidade e maior intensidade, através de espectro de
absorgao da rifampicina que se encontra no capitulo “resultados®. Os valores
encontrados na curva de varredura foram comparados com os existentes na
literatura.

Para obtencdo da curva de varredura da rifampicina foi preparada
amostra de rifampicina em tamp#o fosfato de concentragdo 5 mg/ mL, assim
como descrito no item 4.2.1.3, sendo posteriormente lida em
espectrofotdmetro. O intervalo de varredura utilizado foi de 350-700 nm e o

branco, a solugao tampao fosfato pH 7.,0.

4.252. Construgio da curva padrio ou reta de calibragdo de

rifampicina

4.2.5.2.1. Preparagéo das solugbes
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4.2.5.2.1.1.Solugdo tampio fosfato pH 7,0

Este foi preparado segundo método descritc na Farmacopéia
Americana (USP XXV) e ja comentado no item 4.2.1.2, referente & produgéo
dos lipossomas de rifampicina.

4.2.5.2.1.2.Solu¢bes de rifampicina

Foram pesados exatamente, 100,0 mg de rifampicina sendo depois
transferidos para um baldo volumétrico de 100,0 mL. Em seguida,
completou-se o volume com tampao fosfato pH 7,0, o qual foi
homogeinizado e aquecido a 37 °C, em agitador magnético, segundo técnica
jA descrita. Esta preparagdo foi posteriormente colocada em geladeira
“overnight”, sendo filtrada apés. A soiugdo de rifampicina obtida foi chamada
de “solugdo S”.

A solugao S foi diluida com solugio tampdo fosfato pH 7,0 obtendo-se
solugbes de rifampicina nas concentragdes de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e
60,0 ug/mL, sendo chamadas de “solugdes R", de acordo com o descrito no
Quadro 12.
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Quadro 12 - Preparo das solugbes de rifampicima para padroniza¢ao
do metodo espectrofotométrico em que: Solugdo S > solugio de rifampicina
contendo 1,0 mg/ mL em tampao fosfato pH 7.0

Volume total apés
L Concentragao
Solugdes de Volume de diluigdo com final
na
rifampicina (R) solugdo S (mL) solugao tampéo
(Hg/mL}
(mL)

R1 0,10 10,0 10,0

R2 0,20 10,0 20,0

R3 0,30 10,0 30,0

R4 0,40 10,0 40,0

RS 0,50 10,0 50,0

R6 0,60 10,0 60,0

4.2.5.2.2.Condigdes da anélise espectrofotométrica

Foram feitas as leituras espectrofotométricas das solugbes R em
solugao tampao nas concentragdes de 10,0 a 60,0 pHg/mL, empregando os

seguintes parametros:

a Comprimento de onda (A) = 475 nm;
a Solugdo branco (para acerto do “zero” do aparelho) =

solugio tampéo fosfato pH 7.0.

As solugdes R de rifampicina foram preparadas como descrito

anteriormente.




4.2.5.3. Pesquisa de interferentes (especificidade’ seletividade)

Foram analisadas simultaneamente as solugdes R e a solugio
branco, preparadas como descrito anteriormente. Também, foram
verificadas as interferéncias do detergente Triton-X100 e dos lipossomas
vazios na leitura da rifampicina.

As leituras de absorbancia das solugdes foram realizadas
empregando as mesmas condigdes e pardmetros descritos no item 4.2.5.2.2,

acima.

4.2.5.3.1. Andlise da interferdncia do detergente Triton-X100 na

leitura da rifampicina

O detergente Triton-X100, utilizado para rompimento das vesiculas
lipossomais a fim de se liberar seus conteldos ativos e assim, verificar
rendimento do processo de produgdo através do percentual de
encapsulamento, foi testado quanto & possivel interferéncia na leitura.
Pegou-se uma amostra de Triton-X100 & 1% em &gua bidestilada Milli-Q®,
mesma concentragio de uso para avaliagdo de encapsulamento por parte
dos lipossomas e, realizou-se vamedura, zerando o aparelho também com
dgua Milli-Q®. As demais condigbes para leitura foram adotadas as mesmas

doitem 4.25.2.2.

4.2.5.3.2. Interferdncia dos lipossomas vazios

Para este teste, foram pesados 500 mg de lipossomas vazios
preparados segundo técnica de extrusao, também descrita anteriormente e
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completou-se o volume para 10 mL com solugio tampao fosfato pH 7,0.
Homogeinizou-se a preparagio e procedeu-se leitura em espectrofotdmetro
em 475 nm, zerando o aparelho com o branco.

4.2.5.4, Determinagdo dos limites de detecgdo e quantificagio

O Limite de Detecgdo {LD) e o Limite de Quantificagdo (LQ) foram
determinados utilizando as solugbes R e a solugdio branco preparadas,
segundo técnica ja descrnita.

O Limite de Detecgao (LD), representa a menor quantidade que pode
ser detectada mas, ndo necessanamente quantificada, do firmaco em uma
amostra, sob condi¢des experimentais. J& o Limite de Quantifica¢ao (LQ),
representa a menor quantidade de farmaco que pode ser determinada com
precisao aceitavel, em uma amostra sob as condigdes do experimento.

As leituras de absorbancia das solugbes foram realizadas
empregando-se as mesmas condigbes e parametros ja descritos em

42522
Foram feitas trés réplicas para cada amostra e foram calculadas, para

cada concentragdo, a média, o desvio-padrio (DP) e o coeficiente de
variagido (CV). Com esses dados, foram obtidos LD e LQ (USP 24" ed,,
1999).

4.2.5.5. Determinagio da precisdo e exatiddo

A “Precisi0o” esta refacionada com a dispersdo das medidas ao redor
do seu valor médio e é expressa matematicamente pela porcentagem do
coeficiente de variaco (%CV), segundo o descrito na USP 24® ed., 1999.



A “Exatidac” corresponde A variagdo entre o valor obtido apés a
analise e o valor real da amostra (USP 24* ed., 1999).

Para realizagao dos testes de precisso e exatidao, foram preparadas
B diluicbes iguais a partir da solugio S (cuja preparagio segue o ja descrito
em 4.2.5.2.1.2). As diluigbes foram conseguidas adicionando-se 300 pl de
solugcdo S a baldes volumétricos de 10 mL, completando-se posteriormente
os volumes com solugdo tampao fosfato pH 7,0, cuja técnica de obten¢do ja
foi descrita perfazendo assim, uma concentragéo final de 30 pg/ mL em cada
baldo, tendo sido calculados o coeficiente de variagdo e exatidao, em
porcentagemn.

As leituras de absorbancia das solugdes de rifampicina foram
realizadas empregando-se as mesmas condigdes e pardmetros descritos em
42522

4.2.6. Obtengdo das concentragdes de rifampicina nas amostras
analisadas

Para obtengdo das concentragdes de rifampicina foi utilizada a
equacao da reta obtida através da curva padrdo deste principio ativo, cuja
obtencio foi explicada no item 4.25.2. As absorbancias de rifampicina
obtidas por especirofotometria e utilizadas em todos os estudos, inclusive
para a obtengfio destas concentragdes, foram fruto de média e desvio da
leitura de 3 diferentes amostras. Para a leitura das amostras de rifampicina
lipossomada purificada através da técnica de gel-filtracao, devido ao baixo
rendimento do processo, foi necessario diluir 1: 10 estas amostras assim
obtidas, para possibilitar o minimo de volume necessario para a técnica

espectrofotomeétrica.









5.1. Validagéo da metodologia analitica

5.1.1. Espectro de absorgdo (Curva de varredura) de rifampicina

Através da técnica de espectrofotometria de varredura, verificou-se,
como descrito na USP XXI, que o pico da rifampicina estad em 475 nm. A
curva de varredura, pode ser visto na Figura 12.

5.1.2. Curva padrido de rifampicina

Seguindo-se o que foi descrito no item 4.2.5.2.1.2 de "Material e
Métodos”, foram preparadas varias solugdes com diferentes concentragbes a
partir de uma solugio de rifampicina S. Estas diferentes soluges foram lidas
em espectrofotdmetro a 475 nm. Podemos ver o resultado destas leituras na
Tabela 01 assim como, a curva padrao de rifampicina resultante na figura
13.

Tabela 01 — Valores de absorbancia observados em 475 nm para
solugao contendo 1 mg/ mL em solugdo tampéo fosfato, conforme descrito
no item 4.2.5.2.1.2, “Material € Métodos” e apés 5 repeticdes

Concentragéo de rifampicina Absorbancia (em
(pg/imL) 475nm)
10,0 0,3790
20,0 0,5000
30,0 0,6232
40,0 0,7569
50,0 0,8680

60,0 1,0412
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Figura 13 - Curva padro de rifampicina

5.1.3. Pesquisa de interferentes (especificidade/ seletividade)

5.1.3.1. Influéncia dos lipossomas vazios na leitura

Os lipossomas vazios ndo apresentaram leitura, quando submetidos
ao espectrofotémetro sob comprimento de onda de 475 nm, que é o
comprimento de onda de leitura da rifampicina, como descrito na Figura 12,
acima. Isto indica que eles ndo interferiram nas leituras da rifampicina.

5.1.3.2. Influéncia do detergente Triton® - X100 na leitura

Foi verificado o grau de influéncia que o detergente Triton® - X100
teria nas leituras das amostras. A espectrofotometria de varredura mostrou
auséncia de picos no grafico, estando a curva do detergente em 475 nm,
sobre a linha base do gréfico revelando a baixa interferéncia que o



detergente utilizado, para rompimento das vesiculas lipossomais, exerce
sobre os resultados dos doseamentos de rifampicina.

5.1.4. Determinagdo da precisdo e exatiddo

Tabela 02 - Valores de absorbancia observados em 475 nm para
solugao contendo 30 pg/ mlL de rifampicina em solugdo tampao fosfato,
conforme descrito no item 4.2.5.2.2 de “Mateniais e Métodos”

Absorbancia (em

475nm)
0,6625
0,6950
0,6721
0,6846
0,7027
0,6887

média = 0,6842

desvio padrao = 0,0148

Tubo

D A W N




Tabela 03 — Resultados da validagao do método espectrofotométrico
de acordo com metodologia descrita no item 4.2.5

Parametros Resultados
Equacao da reta de calibragao y =0,013x + 0,2398
Coeficiente de comelagao 0,9964
Limite de detecgao 0,7364223ug/mL
Limite de quantificagao 2,231583ug/mL
Precisao 2,16424%
Exatidao 86,9143%

5.2. Detecg¢do da presenga do lipossoma

Durante o processo de separagdo pelo método de gel-filtragcdo dos
lipossomas veiculando a rifampicina, é fundamental se descobrir em que
etapa deste processo os lipossomas estdo saindo. Em outras palavras,
como o processo de separagdo envolve sucessivas centrifugagbes e
lavagens com tampao assim, como descrito no item 4.2.2 de "Material e
Métodos”, podemos perceber que o lipossoma migra dentro da microcoluna
cromatografica, & medida que vou centrifugando e fazendo as lavagens, até
que em um determinado ponto, ele atravessa toda a extensao da seringa e €
recolhido no tubo de centrifugagio. Saber este exato momento ou seja,
aonde a amostra esta é portanto fundamental. Para se detectar este “ponto
de saida”, se toma necessario 0 doseamento de todos os tubos usados na
purificacdo, de forma que se procure dosear o fArmaco que esta
encapsulado no interior dos lipossomas para isso, promove-se o rompimento
das vesiculas lipossomais através do tratamento com detergente como ja foi
descrito no capitulo 4, “Material € Métodos®, a fim de se liberar o farmaco.

Em nosso caso, foram usados 10 tubos por amostra.
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Tabela 04 — Deteccdo da presenga dos lipossomas durante o
processo de separagao por gel-filtragao (sem adicao de detergente Triton —
X100). As amostras foram diluidas 1 : 10, para possibilitar a leitura

Concentracio de

Tubo Absorbancia (475nm)
rifampicina (pg/mL)

1 0323 64,0000
2 0,379 107,0760
3 0,380 107,8460
4 0,373 102,4610
5 0,373 102,4510
6 0372 101,6920
7 0,375 104,0000
8 0,372 101,6920
9 0,360 92,4610
10 0,371 100,9230

Tabela 05 — Detecgdo da presenca dos lipossomas durante o
processo de separagdo por gel-filtragao (apés adigéo de detergente Tnton —
X100)

Concentragio de
rifampicina (pg/mLde

Tubo Absorbancia (475nm) amostra sem Triton-
X100)
1 0,100 -1,0753
2 0,134 -0,8138
3 0,722 370,9230
4 0,134 -0,8138
5 0,120 -0,8921
6 0,200 -0,3061
7 0,122 -0,9061
8 0,130 -0.8446
g 0,116 -0,9523
0,115 -0,9600

-k
o
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5.3. Avaliagéo dos processos de separagio

Foi feito um estudo comparativo relacionando as amostras de

lipossomas separadas pela técnica de gel-filtragio e centrifugagio (tabelas
de 06 a 09).

5.3.1. Absorbéncia antes da quebra por detergente Triton — X100

Tabela 06 - Absorbdncia de duas amostras de nfampicina
lipossomada, quando realizada separagdo dos lipossomas obtidos pela
técnica do gel-filtragio. As amostras foram diluidas 1: 10, para se possibilitar

a leitura
Concentraciio de
Amostra Absorbancia (475nm) i .
rifampicina (pg/mL)
1 0,450 161,6920
2 0,389 114,7692

Tabela 07 ~ Absorbancia de duas amostras de rifampicina

lipossomada, quando realizada separagic dos lipossomas obtidos pela
técnica da centrifugagio. As amostras foram diluidas 1: 10, para se

possibilitar a leitura

Concentragdo de
rifampicina (ug/mL)
0,7777 413,769
2 0,4173 136,5384

Amostra Absorbancia (475nm)
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5.3.2. Absorbéncia apés quebra por detergente Triton —~ X100

Tabela 08 -~ Absorbancia de duas amostras de rifampicina
lipossomada, quando realizada separagdo dos lipossomas obtidos pela
técnica da gel-filtragdo. As amostras foram diluldas 1: 10, para se possibilitar
a leitura. Apds a adigdo de mais 1 mL de solugio de Triton, a diluicio final
ficou1: 15

Absorbancia (em Concentracdo de
Amostra
475nm) rifampicina {pg/mL)
1 0,8250 675,2307 (E = 13,5%)
2 0,6000 415,6153 (E = 8,3%)

E - percentual de encapsulamento de rifampicina nos lipossomas

Tabela 09 — Absorbancia de duas amostras de rifampicina
lipossomada, quando realizada separagio dos lipossomas obtidos pela
técnica da centrifugagio. As amostras foram diluidas 1 : 10, para se
possibilitar a leitura. Apds a adi¢do de mais 1 mL de solugdo de Tnton, a
diluigao final ficou 1 : 15.

Absorbincia (em Concentra¢do de
Amostra 475nm} rifampicina {pg/imL)})
1 0,8359 687,8076 (E = 13,74%)
2 0,8187 667,9615 (E = 13,34%)

E > percentual de encapsulamento de rifampicina nos lipossomas
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5.4. Estudo de estabilidade dos lipossomas de rifampicina “in vitro”

O processo de liofilizagio gerou em média, uma perda de 10% em
peso em relacdo ao periodo anterior ao processo, nas amostras lipossomais.
Isto se deveu a perda de agua durante a liofilizagso.

Os resultados das leituras espectrofotométricas referentes ao teste de
estabilidade se encontram abaixo:

Tabela 10 - Leituras das amostras referentes ao teste de estabilidade

Absorbancia Concentragio
Amostra*
(A = 475 nm) {(ug/mL)
1 (To) 0,6795 33,8230
2 (Tg) 0,7887 42,2230
3 0,93095 53,1653
4 0,9657 55,8384
5 0,9769 56,6931
6 0,9769 56,7020

*amostra 1: disperso | (lipossoma com rifampicina antes da
liofilizagdo) (To).

amostra 2: dispers3o | liofilizada (To’).

amostras 3 em diante: amostragens apds 1, 2, 4 e 8 semanas como
descrito no item 4.2.4 do capituio “Matenal e Métodos™.
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6. DISCUSSAO

6.1. Montagem e estruturaglo do laboratério

Para que o projeto tivesse seu inicio, foi necessario em primeiro lugar,
a montagem e instalagdo do iaboratério no que se refere a materiais e
equipamentos, de forma que se tomasse possivel o trabalho com
lipossomas. Foi tremendamente importante ter tido a oportunidade de
vivenciar ativamente esta fase inicial, tendo participado do planejamento,
das compras e da estruturagao final, embora tenha sido trabalhoso e tenha
nos custado um bom tempo. Mas tudo isso, resuitou em um aprendizado
precioso e gratificante.

6.2. Adaptagdo de metodologia

Uma vez que era a primeira experéncia do laboratério em
lipossomas, n6s nao tinhamos um anterior, uma base a seguir. Logo, toda a
metodologia foi adaptada e otimizada durante a realizagdo do projeto,
baseando-se no conhecimento conseguido através de literatura
especializada e em estigio de aperfeigoamento no Laboratério de
Lipossomas e Microesferas do Instituto Butantan, onde obtivemos as bases
da obteng3o de lipossomas pela técnica da extrus@o porém, veiculando
amostras de natureza bem diferente da qual foi utilizada neste projeto.
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6.3. Mecanismo de encapsulamento do farmaco no interior dos
lipossomas

Este processo é baseado no experimento de Van Milden, o qual
incorporou carboxifluoresceina (CF) em lipossomas, num meio aquoso.

*A mediglo do fluxo de CF dentro das membranas comega com a
adicao de CF. Se a incubagao com CF comega 1 hora apés a reconstituicao
com dgua, um aumento significante no fluxo de CF pode ser observado
durante um periodo de 28 horas. Se a incubagio com CF comega 24 horas
apés a reconsfituicdo com dgua, somente um pequeno fiuxo de CF
acontece. Apods esse tempo, a restauragio da integridade da camada dupla
termina, resuitando num maximo de impermeabilidade” (Figura 14).

24 horu
24horas

Figura 14 — Reconstitui¢io de lipossomas com CF. Fonte: SP Farma Ltda.

Podemos concluir entdo, que uma taxa maxima de encapsulagdo
pode ser conseguida pela incubagio imediata do lipossoma com uma
solugao do ativo. Os resultados indicam claramente que é quase impossivel

carregar dispersdes de lipossomas vazios, j& formados, uma vez que sua

bicamada ja se encontra impermeavel e integra.
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6.4. Sistema de separagso dos lipossomas por gel-filtracéo

No capltulo 5, “Resultados”, foi comentado a respeito do sistema de
separagao por gel-filtragdo quando comparado com a centrifugacao. Além do
que foi exposto anteriomente, a gelfiltragdo apresenta outros
“inconvenientes”, tornando-a no geral, uma técnica de dificil realizagao.

O primeiro problema, ja ocorre na escolha da coluna cromatografica.
Devemos definir qual o tamanho de particulas que iremos gel-filtrar, para
que o matenal de interesse consiga ser separado dos demais. Passando
esta etapa, outra dificuidade que surge é a montagem da coluna. No caso
deste projeto, trabalhamos com microcolunas em seringas de 1 mL mesmo
assim, tivemos grandes problemas para evitar a formagio de bolhas de ar
no interior da coluna, o que interfere de forma significativa, durante o
processo de separac8o da amostra. Além disso, esta preparagio das
colunas & lenta, uma vez que a orientagéo dada pelo fomecedor era que o
gel Sephadex (Amersham Bioscience) deveria ser hidratado e lavado com
tampéao varias (10) vezes, antes da montagem das colunas.

Ja na separaco propriamente, a grande dificuldade que encontramos
foi a lentidao do processo, uma vez que a amostra demora para atravessar a
coluna de separagio {dai a necessidade da centrifugagdo), gerando grandes
dificuldades para a aplicago da amostra no topo da coluna. Isto, quando
nao ocorre entupimento, promovendo a perda da coluna.

O processo de passagem forgado conseguido com a centrifugag¢do
mostrou bons resultados, mas percebemos grave possibilidade de
contaminagio cruzada das amostras, uma vez que este sistema de gel-
filtragio em microcoiunas é aberto. Poderiamos pensar em um sistema de
fechamento do tipo papel fime ou laminado, porém isto aumentana ainda
mais o tempo do processo que ja é grande.

Esta possibiidade de contaminagdo inviabiliza no nosso
entendimento, o trabalho com mais de uma amostra ao mesmo tempo,
inviabilizado também, pela grande quantidade de tubos de centrifuga
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necessanos, devido as varias lavagens com tampao, para promover o
deslocamento do material que est4 sendo separado na coluna.

Apesar de toda a dificuldade na preparacao das microcolunas esta,
deve ser montada toda vez que for se processar o processo de gel-filtragao.
Pois, embora existam técnicas de limpeza da coluna para reutilizagao
posterior, esta & muito complicada, pois deve-se manter a coluna em
geladeira e manté-la sempre hidratada pois, caso contrdrio ocome
rachaduras no gel. Outro problema é a contaminagdo microbiana dessas
colunas,

Até aonde nossa experiéncia nos proporcionou, nfo restam dividas
das vantagens da centrifugagio em relagao a técnica de gel-filtragdo, sendo
a primeira, muito mais rapida, ficil e pratica.

Com relagdo ao rendimento desta técnica, foram feitas vanas
tentativas no intuito de melhora-la. O problema esta ligado principalmente a
Inviabilidade de se processar toda a amostra, devido ao tempo total do
processo e a quantidade de amostra que pode ser introduzida, por
passagem, na coluna cromatografica. Apenas 200 pl.

Portanto, embora tivéssemos uma amostra de 2 mL, ficava totalmente
invidvel a separacdo de toda ela, em virtude da lentiddo do processo,
também justificado pelo nimero de lavagens necessarias com tampao.
Aliado a isto, como agente complicador, tem que a amostra era sensivel ao
calor, portanto nfo podia ficar muito tempo exposta ou deveria ser mantida
em gelo. Também, era impossivel proceder a separagao em varios dias em
virtude do curto periodo de validade do lipossoma apds, reconstituigdo
aquosa (aproximadamente, 7 dias).

Uma das tentativas de se melhorar isso, foi dividir a amostra, de forma
que pudéssemos centrifugar vérias fragdes da mesma amostra a0 mesmo
tempo. Assim, teoricamente, conseguiriamos processar mais amostra num
intervalo mais curto de tempo. Porém, na prética isto ficou totalmente
invidvel pois, o tempo gasto entre as etapas e o numero de tubos de

centrifuga necessarios aumentaram ainda mais.
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6.5. Avaliacdo de concentracdo de rifampicina pela técnica da
espectrofotometria

A metodologia espectrofotométrica foi validada para nosso famaco de
estudo, a rifampicina, baseando-se no descrito na USP XXI, com algumas
modificagtes. A validagdo nos fomeceu ferramentas que possibilitaram os
doseamentos das amostras assim como, o estudo de estabilidade da
formulagao lipossomal.

6.6. Deteccédo do ponto de saida do lipossoma durante o processo de
gel-filtracdo

No capitulo 5, "Resultados®, colocamos a técnica empregada para se
encontrar o ponto de saida da amostra lipossomal. Pela tabela 05, podemos
perceber que entre o doseamento da amostra anterior e apés o tratamento
com detergente (Extram®), ocome um aumento da concentragdo de
rifampicina na 3" leitura.

Isto, nos leva & deduc3o de que acorreu a saida do lipossoma da
coluna de Sephadex® (Amersham Bioscience) no 3° tubo de centrifuga,
demonstrado pelo aumento do teor de farmaco revelando assim, que neste
tubo, deve ter ocorrido a destruigo da bicamada lipidica pelo detergente,
com consequente liberagio do farmaco (nfampicina), que estava no seu

interior.
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6.7. Presenca, estrutura e integridade da bicamada lipossomal

Analisando as tabelas de 6 a 9, tendo especial atengfo para as
diferengas entre as leituras antes e apds o tratamento da amostra com
detergente, podemos conciuir, como exposto no item anterior que antes da
aplicagao da solugao de detergente havia uma quantidade de rifampicina no
meio da amostra e apés este tratamento, ocorreu elevagfo no teor de
rifampicina livce na amostra, revelando que antes do detergente esta
rifampicina estava “escondida” em algumn lugar. Com a adig&o do detergente,
este “esconderijo” & desfeito e assim, a rifampicina antes escondida,
reaparece.

Diante desta observagio experimental, podemos inferir que o
esconderijo da qual citamos acima se trata na verdade dos lipossomas, que
retém o farmaco em seu interior por isso, ele ndo aparece no doseamento,
porém quando suas paredes sdo rompidas, a rifampicina aparece,
aumentando o teor do fArmaco no meio que esta sendo dosado. Isto nos da
a certeza da real formagdo e presenca de lipossomas no meio de amostra.
Além disso, esta informagido nos permite também, ter uma nogdo da
integridade das bicamadas lipossomais, devido a diferenca de concentragao

de rifampicina antes e ap6s a agao do detergente.

6.8. Estudo de estabilidade da rifampicina em lipossomas

Aparentemente, como mostrado na tabela 10, do capitulo de
“Resultados”, o teste indicou para a boa estabilidade do produto conseguido,
havendo pouca perda apés o processo de liofilizagao, ressaitando a

importancia do crioprotetor, trehalose, para 0 processo.
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6.9. Criofratura

Como descrito no item 4.27 de "Material e Métodos®, estamos
iniciando testes submetendo os lipossomas de rifampicina obtidos, a técnica
de microscopia por criofratura. Estes testes sdo bastante Gteis embora

laboriosos pois, permitem a visualizagdo em detalhes das estruturas
lipossomais.
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De acordo com o que foi exposto, podemos concluir que foi possivel a
obtencdo de lipossomas através da metodologia empregada. Além disso,
tambem podemos verificar que estes lipossomas foram capazes de englobar
o tuberculostatico rifampicina, nosso farmaco de estudo, que se encontrava
em meio de tampao fosfato pH 7,0, mantendo sua parede fosfolipidica
integra no final do processo.

Quanto ao rendimento do processo como um todo, envolvendo as
etapas de producdo e separaglo, verificamos que este € melhor, quando
usamos a técnica de centrifugagio, pelo menos para o farmaco testado e
com lipossomas de constituigho semelhante ao usado em nossos
experimentos. Talvez amostras e lipossomas de outra natureza possam ter
bons resultados quando separados por gel-filtragdo, como inclusive
encontramos descrito na literatura especializada.

Os testes de estabilidade fisico-quimica realizados apontaram para a
estabilidade a longo prazo dos lipossomas obtidos.

A expectativa € grande para o prosseguimento dos estudos iniciados
com este trabalho, durante o doutorado. Nessa continuidade poderemos
aperfeigoar ainda mais a metodologia e técnica de produgao e separagao de
lipossomas, assim como concluir os testes de criofratura, testando a real
eficdcia da rifampicina lipossomada em doses diminuidas, na atividade
tuberculostatica, através de testes de MIC (Concentragio lnibitéria Minima)
assim como, com testes efetuados “in vivo", reafirmando todos os beneficios
que um medicamento como este pode vir a trazer, cuja a¢do esta sendo
possivelmente potencializada e melhor direcionada gragas ao sistema de
liberagio modificada conseguida pela vetorizagdo em lipossomas, sé
caracterizando numa forma farmacéutica extremamente moderna, atual e
essencial para o controle do desenvolvimento e tratamento da tuberculose
nos dias de hoje minimizando assim, o sofrimento de tantos, doentes e
familiares e porque ndo, de nés enquanto seres humanos e profissionais de
salde, que acabamos também por sofrer com o sofrimento de nossos

doentes,
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