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Resumo

A evolugdo da tecnologia farmacéutica esta asso-
ciada as pesquisas de novas formas farmacéuticas
para administracdo de farmacos ja conhecidos.
Isto tem propiciado melhoras significativas na
qualidade terapéutica com o uso de novos medi-
camentos. Este trabalho estudou o comportamento
da viscosidade de diversas preparagdes de plu-
ronic F127, a associagdo deste com lipossomas
contendo cloridrato de vancomicina e avaliacdo da
influéncia do copolimero na eficiéncia de encap-
sulac¢do e na liberagdo do farmaco. Os resultados
mostraram geleificagdo termo-reversivel nas con-
centragdes de 20 a 30% do pluronic, apresentou-se
em estado liquido em torno de 4 a 5°C e formou
gel altamente viscoso a temperatura ambiente e
corpérea. A eficiéncia de encapsulagdo dos lipos-
somas foi maior nas preparagdes com menor con-
centragdo de vancomicina Img/mL e obtiveram
aumento significativo de até 8 vezes no percentual
de encapsulacdo dos lipossomas contendo pluron-
ic F127 a 15%. Os resultados in vitro mostraram
o efeito do copolimero e dos lipossomas em retar-
dar a liberacdo do cloridrato de vancomicina. Este
comportamento pode ser explicado pelo aumento
da viscosidade das preparagdes contendo plu-
ronic, em temperatura corpérea (37°C), também
através da encapsulacdo do farmaco no comparti-
mento aquoso dos lipossomas e pela interagdo do
copolimero associado ao farmaco e a membrana
fosfolipidica. Assim sendo, o que diminui o coefi-
ciente de difusdo da vancomicina incorporado, ob-
tendo lenta dissolugdo do sistema e conseqiiente-
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mente baixa velocidade de libera¢do do farmaco
para o liquido receptor.

Palavras- chave

Vancomicina — lipossomas - pluronic

Abstract

The evolution of the pharmaceutical technology is
already associated to the researches in new phar-
maceutical ways for drugs administration known.
This has been propitiating significant improve-
ments in the therapeutic quality with the use of new
medicines. This work studied the behavior of the
viscosity of several pluronic F127 preparations,
the association of them with liposomes contain-
ing vancomycin and evaluation of the influence of
the copolymer in the encapsulation efficiency and
in the liberation of the drug. The results showed
term-reversible gelation in the concentrations from
20 to 30% of the pluronic, it came in liquid state
around 4 to 5°C and it formed gel highly viscous
in room and corporal temperatures. The efficiency
of encapsulation of the liposomes was larger in the
preparations with smaller concentration of vanco-
mycin 1mg/mL and they obtained significant in-
crease of at least 8 times in the percentile of encap-
sulation of the liposomes containing pluronic F127
15%. The results of the in vitro showed the effect
of the copolymer and of the liposomes in delaying
the release of the vancomycin. This behavior can
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be explained by the increase of the viscosity of the
preparations containing pluronic, in corporal tem-
perature (37°C), also through the encapsulation of
the vancomycin in the aqueous compartment of the
liposomes and for the interaction of the copoly-
mer associated to the drug and the phospholipidic
membrane. Like this being what reduces the coef-
ficient of diffusion of the incorporate vancomycin,
obtaining slow dissolution of the system and con-
sequently low speed of release of the drug for the
receiving liquid.

Key-words

Vancomycin — liposomes - pluronic

Introducao

Vancomicina ¢ produzido por Streptococcus ori-
entalis, uma bactéria do grupo Actinomyceta-
les (HOLT et al., 1994). E um antibiotico glico-
peptidico que atua principalmente em bactérias
gram-positivas e ¢ utilizado principalmente no
tratamento e profilaxia de infec¢des causadas por
Staphylococcus resistentes a meticilina.

As cepas sao consideradas sensiveis a este farmaco
em CIM <4pug/mL. S. aureus e S. epidermidis, in-
cluindo cepas resistentes a meticilina, sdo inibidos
por concentracdes de 1,0 a 5,0png/mL. Pouco ab-
sorvido por via oral e eliminado em maior quanti-
dade através das fezes. Em terapias parenterais, em
adultos uma tnica dose de 1g intravenosa produz
concentracdes plasmaticas de 15 a 30pg/mL apds
1 a 2 horas de infusdo e sua meia-vida de elimina-
¢ao sérica ¢ de aproximadamente 6 horas. Mais de
90% de uma dose injetada sdo eliminados através
de filtracdo glomerular. Se a funcdo renal estiver
alterada, teores elevados sdo capazes de acumu-
lar-se causando nefrotoxicidade. As manifestacoes
colaterais mais significativas sdo a ototoxicidade e
a nefrotoxicidade.

Dos diversos locais passiveis de aplicacdo e ad-
ministragdo, a via intra-ocular possui inconvenien-
tes, como o desconforto e a baixa aceitabilidade do
paciente. Estes inconvenientes s3o mais evidentes
quando terapias que envolvam a via intra-ocular
forem periddicas e prolongadas. Nestes casos, sur-
gem medidas de reducdo do nimero de aplicacdes
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necessarias para se obter a concentragao terapéu-
tica do medicamento.

As novas formas de administra¢do tém enfatizado
principalmente o estudo do direcionamento de far-
macos a alvos especificos ap6s a administragao,
melhorando a biodisponibilidade e diminuindo
a toxicidade de alguns farmacos (OLIVEIRA &
SCARPA, 1997).

Lipossomas tém sido estudados desde 1965, quan-
do foram descritos pela primeira vez por Bang-
ham, Standish e Watkins (1965). Desde entao,
lipossomas tém sido empregados extensivamente
para o estudo de propriedades fisico-quimicas de
anfifilicos, como modelos de membranas e como
sistemas para o transporte de uma grande varie-
dade de substancias, com efeito, farmacoldgico
(BANGHAM, 1993).

Os lipossomas adquirem extrema importancia na
encapsulagdo de farmacos que exibem toxicidade,
como a vancomicina, o qual se mostrou capaz de
provocar ototoxicidade e a nefrotoxicidade apds
administracao intravenosa (PRYOR; APT; LEOP-
OLD, 1962; HOMER et al., 1975).

Dentre as vantagens de utilizagdo de lipossomas
destacam-se suas propriedades em melhorar a
solubilidade dos farmacos; produzirem uma lib-
eracao controlada do farmaco durante um periodo
de tempo maior; alterar a farmacocinética e a dis-
tribuicdo dos farmacos encapsulados (ALLEN,
1998; LANGER, 1998).

A melhora do indice terapéutico de antimicrobia-
nos apos sua encapsulagdo em lipossomas € o resul-
tado do direcionamento do farmaco para o tecido
ou células infectadas e/ou a reducdo da toxicidade
de antibioticos potencialmente toxicos. Varios far-
macos antimicrobianos tém sido encapsulados em
lipossomas como: estreptomicina, gentamicina,
rifampicina, ampicilina, amicacina, tobramicina,
anfotericina B, etc. (SILER-MARINKOVIC et al.,
1997).

No sistema geleificante, trés métodos tem sido em-
pregados para dar origem a transicdo de fase na
superficie do olho: mudanga de pH, mudanca de

temperatura e ativagao ionica.

Pluronic F127® (SIGMA) ¢ um copolimero ten
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soativo nao-16nico, com numero de EHL entre 18-
23, soluvel em agua, ndo toxico, biodegradavel,
polioxidoetileno/ polioxidopropileno/polioxi-
doetileno (POE/POP/POE), constituido de 70% de
oxido de etileno e 30% de 6xido de propileno e
com peso molecular de 12500. Forma micelas em
solucdo aquosa e exibe geleificagdo termo-rever-
sivel a concentragao de 20 a 30% p/V. Apresenta-se
em estado liquido em torno de 4 a 5°C, mas forma
géis altamente viscosos a temperatura ambiente e
corporal. A liberagdo de farmacos esta baseada em
sua caracteristica de transicdo gel-sol, termorev-
ersivel em agua (ALEXANDRIDIS & HATTON,
1995; HATEFI & AMSDEN, 2002; KABANOV;
BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002).

A oftalmologia tem sido alvo para o desenvolvi-
mento de novas preparagdes farmacéuticas e apli-
cagdes do pluronic F127, viabilizando a aplica-
¢do ¢ buscando a eficacia do tratamento. Estudos
realizados mostram o efeito da concentra¢ao do
copolimero na temperatura de transicdo de fase
solucdo-gel nas concentragdes de 16-24% em tem-
peraturas entre 10-45°C. Observaram que quanto
maior a quantidade menor ¢ a temperatura de tran-
si¢do e ocorre em solugdes acima de 15% de plu-
ronic F127 (WEI et al., 2002).

O coeficiente de difusdo estd relacionado com a
concentracdo do copolimero, ou seja, o aumento
da concentragdo de pluronic F127 na preparagao,
diminui a velocidade do movimento interfacial de
gel para solugdo. A taxa de dissolugdao do gel de
pluronic ¢ um fator controlador da liberagdo do
farmaco, e altas velocidades de agitacdo também
podem influenciar na dissolu¢do do gel (ANDER-
SON; PANDIT; MALLAPRAGADA, 2001).

Estudos de liberacao de farmacos in vitro de géis
de pluronic F127 tem recebido consideravel aten-
¢do (PAAVOLA et al., 1995;2000; BARICHELLO
et al., 1999; VEYRIES et al., 1999; SHIN; CHO;
HO., 2000; CHANG et al., 2002).

Oestudo davancomicinaincorporadaem gel de plu-
ronic F127 nas diversas combinacdes demonstrou
que as propriedades reologicas dos sistemas ndo
alteraram a atividade antibacteriana do cloridrato
de vancomicina. Liberagao in vitro das dispersdes
exibiu liberagdo prolongada com baixo coeficiente
de difusdo comparado com a forma solubilizada.
Em ratos, uma unica dose administrada foi obtida
tolerancia e elevada concentragdo do farmaco por
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24 horas, seguido de niveis terapéuticos por 8 dias.
O perfil da liberagao controlada do farmaco obteve
boa preservagao da atividade da vancomicina, boa
tolerabilidade em ratos e tranqiiilidade em sugerir
a administracdo do pluronic como veiculo para
liberar a vancomicina no local de a¢ao, como pro-
filaxia e tratamento das infecgdes, especialmente
em cirurgia prostética (VEYRIES et al., 1999).

Portanto, o presente trabalho estudou a viscosi-
dade e o comportamento das dispersdes de pluron-
ic F127 em diferentes temperaturas (5-40°C). Os
parametros relacionados a eficiéncia da encapsu-
lagdo de cloridrato de vancomicina em lipossomas
unilamelares pequenos de fosfatidilcolina de soja
e lipossomas contendo pluronic F127. Verificou a
influéncia do cloridrato de vancomicina e de plu-
ronic F127 sobre as caracteristicas dos sistemas.
Analisou o perfil de liberagao in vitro de cloridrato
de vancomicina das preparag¢des de pluronic F127
e dos lipossomas, de modo que alcance o controle
daliberagdo do farmaco para aplicacdo intra-ocular
no tratamento ou na profilaxia de endoftalmites.

Material e Métodos

Reagentes

Cloridrato de vancomicina estéril (Abbott). Alcool
etilico absoluto p.a. (Synth). Alcool Metilico abso-
luto p.a. (Synth). Cloroférmio p.a. (Synth). Fosfa-
tidilcolina de soja, Epikuron 200® (Lucas Meyer).
Pluronic FI127® (Sigma Cheminal Company).
Sephadex G-50 (Merck S.A.). Tris (hidroximetil)a
minometano p.a. (Merck S.A.) Agua purificada em
sistema Milli-Q (Millipore).

Métodos

Lipossomas contendo vancomicina em pluronic: Os
filmes de fosfatidilcolina (PC) foram hidratados com 4mL
de solucdo de vancomicina 10mg/mL em Pluronic nas
concentracoes 5, 10 e 15% em tampao Tris-HCl 10mM
pH 7,2. As dispersdes de lipossomas obtidas foram cen-
trifugadas a 2050 x g por 15 minutos para separacdo dos
residuos de titanio liberados pelo tip do sonicador.

Al: Lipossomas vazios contendo 40 mM de PC.

A2: Lipossomas contendo 40mM de PC e plu-
ronic a 5%.

A3: Lipossomas contendo 40mM de PC e plu-
ronic a 10%.

A4: Lipossomas contendo 40mM de PC e plu-
ronic a 15%.
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AS5: Lipossomas contendo 40mM de PC e vanco-
micina 10mg/mL.

A6: Lipossomas contendo 40mM de PC e vanco-
micina 10mg/mL em pluronic 5%.

AT7T: Lipossomas contendo 40mM de PC e vanco-
micina 10mg/mL em pluronic 10%.

AR8: Lipossomas contendo 40mM de PC e vanco-
micina 10mg/mL em pluronic 15%.

Separacao do farmaco nao encapsulado: O far-
maco nao encapsulado nos lipossomas foi separa-
do através de cromatografia de exclusao utilizando
sephadex G-50 e tampao Tris-HCI 10mM, pH 7,2
como fase moével. A eluicdo das fragdes foi moni-
torada por espectrofotometria em 277 e 410nm.
Determinaciao da eficiéncia de encapsulacio:
A concentragdo de vancomicina encapsulada foi
determinada por espectrofotometria em 277nm.
As fragdes eluidas que apresentaram lipossomas
foram reunidas e 2mL do volume total foi liofiliza-
do. O residuo foi pesado e dissolvido adequada-
mente com metanol, sendo a concentracdo de van-
comicina determinada espectrofotometricamente.
Didmetro médio dos lipossomas por espalha-
mento dindmico de luz (Light Scattering): O
tamanho médio da populacdo de lipossomas foi
monitorado por espalhamento dindmico de luz a
90°. A fonte de luz do aparelho ¢ um laser de He-
Ne de 10mW, comprimento de onda de 632nm
(Hughes - USA).

Ensaio de liberacao in vitro: Para o teste de lib-
eragdo in vitro, foi adotado o modelo de célula de
difusdo em sistema estatico descrito na United
States Pharmacopea XXIII, mantida em banho
tesmostatizado a 37 + 2°C.

Resultado e Discussio

Eficiéncia de encapsula¢ao do farmaco nos li-
possomas: A variagao da concentragdo de vanco-
micina encapsulada nos lipossomas esta relacio-
nada com a adi¢cdo de pluronic. Lipossomas de
fosfatidilcolina de soja contendo copolimero (A6,
A7 e A8) apresentaram maiores quantidades de
farmaco encapsulado quando comparadas com os
lipossomas sem o tensoativo (AS). Esse aumento
da concentragdo de fArmaco encapsulado pode ser
atribuido a adi¢do e aumento da concentracao de
pluronic na hidratagdo do filme (grafico 1).

As preparacdes de lipossomas demonstram (gra-
fico 2) que as amostras de menor concentragao de
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farmaco 1mg/mL contendo pluronic, adicionado
na hidratacdo do filme fosfolipidico, obtiveram
maior percentual de vancomicina encapsulada nas
preparagdes de maior quantidade do copolimero
(A8). Com isso mostra um aumento significativo
de até 8 vezes no teor de encapsulagdo entre as
preparagdes analisadas e certifica-se a provavel
interacdo e agregacdo do pluronic com moléculas
do farmaco e da bicamada lipidica.

— A5
A
— AT
A

1 5 10 20

Cloridrato de vancomicina adicionada (mg)

Grafico 1 - Relagdo entre a quantidade de vancomicina adicionado e
a quantidade encapsulada nas preparagdes de lipossomas, A5: Lipos-
somas sem pluronic, A6: Lipossomas com Pluronic a 5%, A7: Lipos-
somas com pluronic a 10% e A8: Lipossomas com pluronic a 15%.

— /L

8 - 20mg/mL

A5 A6 AT A8

Preparacbes

Grafico 2 - Efeito da concentracdo do copolimero na eficiéncia de
encapsulagdo. AS: Lipossomas sem pluronic, A6: Lipossomas com
Pluronic a 5%, A7: Lipossomas com pluronic a 10% e A8: Lipos-
somas com pluronic a 15%.

Diametro médio dos lipossomas por espalhamento
dinamico de luz (Light Scattering): Os resultados
do grafico 3 mostram a influéncia da adigdo do
farmaco na hidratacdo do filme dos lipossomas
sem Pluronic (A5), quando comparado a amostra
sem farmaco Al (72,5nm), o que pode ter provo-
cado redugdo do didmetro das vesiculas (46,0nm).
Mostram também o aumento do tamanho nas pre-
paracdes A6 (64,7nm), A7 (72,6nm) e A8 (64,9nm),
comparados a amostra A5 (46,0nm), em fun¢ao da
interacdo do tensoativo, podendo se
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ligar, agregar ou penetrar junto a bicamada lipidica
dos lipossomas.

A1 AS A6 AT A8

Preparagdes

Grifico 3 - Representacdo do didmetro médio das preparagdes de
vesiculas unilamelares contendo 40mM de PC, Al: Lipossomas vazi-
o0s, A5: Lipossomas com farmaco 10mg/mL, A6: Lipossomas com
farmaco 10mg/mL e Pluronic a 5%, A7: Lipossomas com farmaco
10mg/mL e pluronic a 10% e A8: Lipossomas com farmaco 10mg/mL
e pluronic a 15%.

Estudos relatam que dispersdes de pluronic a 20°C
ocorrem formagdo de micelas em meio aquoso,
e com a aplicacdo de diversas concentracdes do
copolimero na preparacdo de lipossomas (0,9; 9;
13,5; 18 e 27%), € possivel afirmar que o aumento
da quantidade do tensoativo nas preparagdes, pode
provocar o aumento de diametro dos lipossomas,
confirmando a possivel interagdo do pluronic com
a bicamada lipidica (BOCHOT et al., 1998).

Ensaio de liberacdo in vitro: As preparacdes
foram submetidas ao teste de liberagdo para acom-
panhar a porcentagem de farmaco liberado das
diferentes preparacdes e determinar qual destas
fornece o melhor controle de liberagao.

Os graficos 4 e 5 mostram a liberacdo de vanco-
micina em termos de percentual liberado em fun-
¢ao de tempo.

O experimento foi realizado medindo-se a quan-
tidade de farmaco que atravessou a membrana de
acetato de celulose e passou para o liquido receptor
do outro lado da membrana. Observou-se que para
a solucdo de vancomicina em tris-HCI a passagem
através da membrana foi muito rapida, sendo que
cerca de 95% do farmaco foram liberados em 60
minutos. Por outro lado, a analise dos resultados da
preparacdo A8 mostrou que o firmaco comegou a
ser liberado dos lipossomas a partir de 30 minutos
do ensaio. Este fendmeno indica que o processo de
liberagao provavelmente esteja ocorrendo em duas
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etapas. A primeira envolvendo a saida do farmaco
do sistema coloidal e a segunda envolvendo a pas-
sagem da vancomicina livre para o meio receptor.

80 4
60
: I
2
I —-— .
A B c D A5 AB

Preparagdes

>>>>00m>
R

. ==
AT A8

Grifico 4 - Liberagdo in vitro de vancomicina 10mg/mL das pre-
paragdes A: farmaco em solug@o tampao tris, B: pluronic a 5%, C:
pluronic a 10%, D: pluronic a 15%, A5: Lipossomas sem pluronic,
A6: Lipossomas com Pluronic a 5%, A7: Lipossomas com pluronic a
10% e A8: Lipossomas com pluronic a 15%, analisadas por 8 horas,
através de membrana de acetato de celulose a 37°C.

Grifico 5 - Influéncia do copolimero e das dispersdes de lipossomas
na liberagdo in vitro de vancomicina 10mg/mL. B: pluronic a 5%, C:
pluronic a 10%, D: pluronic a 15%, A5: Lipossomas sem pluronic,
A6: Lipossomas com Pluronic a 5%, A7: Lipossomas com pluronic
a 10% e A8: Lipossomas com pluronic a 15%, em paralelo os resul-
tados da preparagdo A: farmaco em solug@o tampao tris, através de
membrana de acetato de celulose a 37°C.

Estudos fisico-quimicos e de liberagdo foram re-
alizados com naproxeno veiculado em gel de plu-
ronic F127, mostrou que a solubilidade do farmaco
foi aumentada e envolvida por micelas, indicando
aumento do coeficiente de particdo, e por outro
lado, o coeficiente de difusao do naproxeno foi in-
versamente proporcional a quantidade de farmaco
e a concentracdo do copolimero, proporcionando
assim maior quantidade de naproxeno dissolvido
e menor velocidade de liberagdo do farmaco Suh
& Jun (1996).

A velocidade de liberacdo do propranolol em gel
de pluronic F127 a 21%, foi diminuida significati-
vamente, em fun¢do do baixo coeficiente de
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difusdo do gel para solucdo. A dissolugdo do gel de
pluronic e a liberagdo do farmaco em sistema sob
agitacdo estao relacionadas entre o gel dissolvido
e o farmaco liberado simultaneamente. Este mé-
todo foi avaliado com varios farmacos e diferen-
tes condigdes no teste de dissolugdo (composi¢do
do gel, area de superficie do gel e velocidade de
agitacdo), observando que com o aumento da con-
centracdao do copolimero diminui a velocidade de
liberagdo do farmaco (PANDIT & WANG, 1998;
MOORE et al., 2000). Lin & Sung (2000) também
mostrou a redu¢do da taxa de pilocarpina liberada
de 65% da solucdo de pluronic a 14%, analisado
por 6 horas de liberacao.

Outros sistemas hidroggéis com base chitosan contendo
lipossomas sao estudados e mostram que a dispersao
geleificada diminui a velocidade de dissolugao de far-
macos hidrofilicos, conseqiientemente diminui a libera-
¢do e o coeficiente de difusdo (GARIEPY et al., 2002).

As associagdes de baixas concentragdes do copolimero
com a bicamada lipidica resultam em aumento da estabili-
dade na produc@o de lipossomas preparados por extrusao,
mibindo contato estéreo entre as vesiculas, evitando assim
agregacdo e fusdo dos lipossomas (CASTILE & TAY-
LOR, 1999). Chandaroy et al. (2002) também trabalharam
com baixas concentragdes de pluronic F127 e revelaram
que esta interacdo na bicamada contribui para verificagdo e
controle da aderéncia dos lipossomas em c€lulas alvo.

Resultados obtidos com ibuprofeno demonstram sig-
nificativamente a liberagdo prolongada dos lipossomas
gel, constituido por dispersdo das vesiculas em pluronic
a25% no estado liquido até 10°C e gel nas temperaturas
ambiente e fisiologica, com liberagao de 42% do farma-
co em 24 horas contra 75% da preparacao de lipossomas
sem pluronic, devido menor coeficiente de difusdo da
preparacao geleificada (PAAVOLA et al., 2000).

Por estas curvas demonstradas na figura 5, fica evi-
dente o efeito do copolimero e dos lipossomas em
retardar a liberagdo do cloridrato de vancomicina.
Este comportamento pode ser explicado pelo aumen-
to da viscosidade das preparagdes contendo pluronic,
em temperatura corporea (37°C), também através da
encapsulagdo do farmaco no compartimento aquoso
dos lipossomas e pela interagao do copolimero asso-
ciado ao fArmaco e a membrana fosfolipidica.

Assim sendo o que diminui o coeficiente de difusao do
farmaco incorporado, obtendo lenta dissolucdo do siste-
ma e conseqiientemente baixa velocidade de liberagao do
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cloridrato de vancomicina para o liquido receptor. Teori-
camente in vivo apoés aplicacdo intraocular permanecera
por mais tempo no compartimento vitreo do olho.

Conclusio

A presenca do pluronic na hidratagdo do filme lipidico pro-
vocou reducdo significativa da turbidez, devido a interagdo
do copolimero com a bicamada lipidica. A eficiéncia de
encapsulagdo do cloridrato de vancomicina em lipossomas
foi maior nas preparagdes com menor quantidade de far-
maco adicionado e ainda observa-se o aumento da eficién-
cia através da associacdo do copolimero, que se mostrou
dependente da concentracdo. Os ensaios de liberacdo in
vitro mostraram que as preparagoes de pluronic e dos lipo-
ssomas promoveram controle da liberagdo do farmaco.
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