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RESUMO

O objetivo foi estudar o perfil de liberacdo do moxifloxacino encapsulado em lipossomas, no
humor aquoso, como um sistema de liberacdo controlada para aplicacdo intracameral.
Lipossomas contendo moxifloxacino (MFLX-Lipo) foram obtidos através do método de
hidratacdo do filme lipidico e foram caracterizados de acordo com o tamanho das particulas e
sua eficiéncia de encapsulagdo. Quinze coelhas foram utilizadas para o estudo do perfil de
liberacdo in vivo. MFLX-Lipo foi injetado na camara anterior do olho direito de cada animal.
As coelhas foram divididas em 5 grupos e uma amostra de humor aquoso (HA) foi coletada
apos 2, 4, 8, 24 e 48 horas apds a administracdo de MFLX-Lipo. As concentracdes de
moxifloxacino (MFLX) no HA foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). MFLX-Lipo exibiu um tamanho médio de 60.5 £ 0.72 nm e uma distribui¢cdo do
tamanho da particula de 0.307. A eficiéncia de encapsulacdo do MFLX nos lipossomas foi de
92.24 + 0.24%. No estudo de liberacdo in vivo do MFLX-Lipo, a concentracdo maxima de
MFLX foi alcangada nas primeiras 2 horas ap6s administragdo (4.16 = 2.07 ug/mL) e foi
seguida por um decréscimo na concentracdo intracameral, atingingo a concentracao de 0.34 +
0.05 pg/mL apés 48 horas.A formulagdo lipossomal obtida exibe propriedades que a tornam
adequada para a administracdo intraocular e oferece estabilidade e elevada eficiéncia de
encapsulacdo. No estudo in vivo, MFLX-Lipo exibiu um perfil de liberacdo satisfatério no
humor aquoso, o que sugere que se trata de uma opgdo para a profilaxia de patdgenos

frequentemente envolvidos na endoftalmite.

Palavras-chave:Lipossomas. Nanotecnologia. Antibioticos.Endoftalmite. Cirurgia



ABSTRACT

The purpose wasto study the release profile of moxifloxacin encapsulated in liposomes in the
aqueous humor as a controlled release system for intracameral application. Liposomes
containing moxifloxacin (MFLX-Lipo) were obtained using the lipid film hydration method
and were characterized by particle size and encapsulation efficiency. Female rabbits were
used for the in vivo profile release study. MFLX-Lipo was injected into the anterior chamber
of each animal’s right eye. The rabbits were divided into 5 subgroups, and a sample of
aqueous humor (AH) was collected 2, 4, 8, 24, and 48 hours after MFLX-Lipo administration.
Moxifloxacin (MFLX) concentrations in the AH were analyzed using high performance liquid
chromatography. MFLX-Lipo exhibited an average size of 60.5 = 0.72 nm and a particle size
distribution of 0.307. The encapsulation efficiency of MFLX in liposomes was 92.24 +
0.24%. In the in vivo release study of MFLX-Lipo, the maximum concentration of MFLX
was achieved within the first 2 hours after administration (4.16 = 2.07 pg/mL) and was
followed by a decrease in intracameral concentration (0.34 £ 0.05 ug/mL) until the 48-hour
mark.The liposomal formulation obtained exhibits properties that make it suitable for
intraocular administration and offers stability and high encapsulation efficiency. In the in vivo
study, MFLX-Lipo exhibited a satisfactory aqueous humor release profile, which suggests

that it is an option for the prophylaxis of frequent endophthalmitis pathogens.

Keywords:Liposomes.Nanotechnology.Anti-bacterial agents.Endophthalmitis.Surgery
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude estima que aproximadamente 18 milhdes de pessoas tém
cegueira bilateral decorrente de catarata, representando quase metade de todos os casos de
cegueira no mundo. Ha uma disparidade na distribuicdo etaria, sendo mais frequente observar
baixa visual em individuos com idade superior a 50 anos. Apesar dos progressos nas
intervengdes cirdrgicas alcangados em muitos paises ao longo das ultimas décadas, a catarata
relacionada a idade ainda é a causa mais comum de cegueira evitdvel no
mundo.(THYLEFORS, 1995; BOURNE et al, 2013; PASCOLINI; MARIOTTI,2010)

O envelhecimento populacional € um fenémeno universal, presente tanto em paises
desenvolvidos como nagueles em desenvolvimento. Segundo estimativas das Nagdes Unidas,
em 2011, a populacdo de idosos no mundo totalizava 800 milhdes de pessoas, 0 que
representava 11% da populacdo. Em 2050, as projecdes apontam para um contingente de mais
de dois bilhdes de idosos, o que constituird 22% da populacdo. Consequentemente, a
incidéncia de catarata tende a aumentar de forma expressiva. (UNITED NATIONS, 2013)

Atualmente, nos EUA, a extracdo da catarata senil é a cirurgia mais frequentemente realizada
em pacientes acima de 65 anos de idade (KHANNA; PUJARI; SANGWAN, 2011). Apesar de
ser, na maioria das vezes, bem-sucedida, pode apresentar complicacbes como edema de
coérnea, dobras na membrana de Descemet, ruptura de cadpsula posterior, perda vitrea e
endoftalmite.Embora relativamente rara, a endoftalmitepds-operatéria € uma complicacéo
devastadora que pode levar a perda visual.Endoftalmite pds-operatédria é uma condicao ocular
inflamatdria, presumidamente decorrente de um processo infeccioso, tendo como principais
agentes bactérias e fungos e, em raras ocasifes, parasitas que penetram no olho durante o
periodo perioperatorio.(FAROOQ; 2003; BARRY; CORDOVES; GARDNER, 2013)

Esforcos para prevenir a endoftalmite incluem uma vasta quantidade de cuidados
perioperatérios, incluindo o uso de antibidticos topicos no pré- e pds-operatorios,
antissépticos como iodo-povidine no momento da cirurgia e preparacdo cuidadosa do campo
cirirgico. No entanto, a literatura oferece dados limitados a respeito da escolha das
intervencdes profilaticas na cirurgia de catarata. (BARRY, CORDOVES, GARDNER, 2013;
KESSEL et al., 2015; LINERTOVA et al., 2014)
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Os guidelines do ESCRS para prevencdo e tratamento de endoftalmite apds cirurgia de
catarata demonstraram que o uso profilatico de antibidtico intracameral pode reduzir a
incidéncia de endoftalmite p6s-operatoria em até 25% (BARRY, CORDOVES, GARDNER,
2013; KESSEL et al., 2015; LINERTOVA et al., 2014).0s antibi6ticos mais usados tém sido
vancomicina e cefuroxime, entretanto, diversos efeitos adversos tém sido reportados para
ambos os medicamentos (BRAGA-MELE et al.,, 2014; DAIEN et al., 2016; FILIP et al.,
2006; KEATING, 2013; MOISSEIEV; LEVINGER, 2013)

Devido a auséncia de outras alternativas bem estabelecidas, ambas as drogas, administradas
por via intravitrea, permanecem como padrdo-ouro no tratamento da endoftalmite e devem

ser reservadas para esta indicacao, sendo desencorajado seu uso como profilaxia.

Considerando a possibilidade de complicaces com o uso intracameral de vancomicina e
cefuroxime, moxifloxacino (MFLX) parece ser a melhor escolha de antibidtico para a
profilaxia de endoftalmite devido ao seu amplo espectro de cobertura e modo de
acdo(HARUKI et al., 2014; KERNT et al., 2009; KOKTEKIR; ASLAN, 2012).No entanto, a
injecdo intracameral de MFLX apresenta, ainda, algumas limitacdes, como o tempo de meia-

vida da droga na camara anterior devido ao turnover do humor aquoso (HA).

Dessa sorte, a limitada penetracdo quando da administracdo local da droga e sua reduzida
meia-vida intracameral suscitaram a necessidade de desenvolvimento de um método de

administracdo mais eficaz.

Este estudo teve como proposta desenvolver um sistema de liberagdo sustentada de MFLX
baseado em lipossomas para aplicagéo intracameral, a fim de promover um aumento no tempo

de meia vida da droga no sitio de acdo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENDOLFTALMITE

A endoftalmite € uma inflamacdo intraocular potencialmente grave que pode ocorrer como
complicacdo de uma cirurgia intraocular, em consequéncia a um trauma ndo-cirurgico
(endoftalmite exdgena) ou, ainda, decorrente de uma infeccdo sistémica (endoftalmite
enddgena).(TABAN et al., 2005; YANOFF; DUKER, 2011)

Endoftalmite p6s-operatoria € uma condicdo ocular inflamatdria, presumidamente decorrente
de um processo infeccioso, tendo como principais agentes bactérias e fungos e, em raras
ocasifes, parasitas que penetram no olho durante o procedimento cirurgico. (BARRY,
CORDOVES, GARDNER, 2013)

Esta patologia pode ser dividida em dois subgrupos (endoftalmite pos-operatoria aguda e
endoftalmite de inicio tardio), de acordo com o tempo de instalacdo da doenca e com 0s
patégenos mais comumente envolvidos.(BARRY, CORDOVES, GARDNER, 2013; TABAN
et al., 2005; YANOFF; DUKER, 2011)

A endoftalmite aguda € definida como a que ocorre dentro de 6 semanas da cirurgia e 0s
organismos infectantes mais frequentes sdo espécies de Staphylococcuscoagulase-negativas e
espécies de Streptococcus. Bactérias gram-negativas e anaerobias sao agentes etioldgicos
menos frequentes. (BARRY, CORDOVES, GARDNER, 2013; TABAN et al., 2005;
YANOFF; DUKER, 2011)

A endoftalmite de inicio tardio é a que ocorre mais de 6 semanas ap0s 0 procedimento
cirargico. Tipicamente, estdo envolvidos organismos de menor viruléncia como
Propionibacterium acnes, S. epidermidis e fungos (BARRY, CORDOVES, GARDNER,
2013; YANOFF; DUKER, 2011).

Entretanto, é importante destacar que os agentes etiolégicos mais comumente envolvidos na
endoftalmite pds-operatoria podem variar de forma expressiva de acordo com a regido
estudada. Em paises como India e China, por exemplo, o percentual de bactérias gram-
negativas e fungos pode ser muito mais elevado que na Europa e EUA, ao passo que uma taxa
mais elevada de infecgOes estreptocdcicas € relatada na Europa quando comparada aos EUA.

As principais bactéerias identificadas na endoftalmite pos-operatéria em paises ocidentais
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incluem: Staphylococcuscoagulase-negativa (S. epidermidis), Staphylococcus aureus,
Streptococcus B-hemolitico, E. faecalis entre os organismos gram-positivos; dentre os gram-
negativos ganham destaque Haemophilusinfluenzae e Pseudomonas aeruginosa. O espectro
varia em casos de endoftalmite crénica, sendo o P. acnes, Diphtheroids, S. epidermidis e
fungos os agentes mais comumente isolados (ANAND, 2000; BARRY, CORDOVES,
GARDNER, 2013).

As taxas de incidéncia de endoftalmite tém flutuado ao longo dos ultimos 50 anos, apesar dos
avancos nas técnicas cirurgicas (BARRY, CORDOVES, GARDNER, 2013; FRILING et al.,
2013; TABAN et al., 2005).

No inicio do século XX, a incidéncia de endoftalmite apds cirurgia de catarata era bastante
elevada — aproximadamente 10%. O advento da extracdo extracapsular usando uma incisao
limbar ou escleral em associacdo com medidas de higiene, propiciaram uma reducdo para
0,12% na Europa e para 0,072% nos EUA. Entre as décadas de 1990-2000, houve grande
variacdo nas taxas de endoftalmite relatadas. Atualmente, a incidéncia de endoftalmite pos-
operatoria vem crescendo, variando de 0,3 a 0,5%. Isto se deve, possivelmente, a introducao
da facoemulsificagdo com incisdo em cornea clara(BARRY, CORDOVES, GARDNER,
2013; TABAN et al., 2005).

A técnica de incisdo em cornea clara é historicamente associada ao aumento na incidéncia de
endoftalmite apds facoemulsificacdo devido a alteracBes pds-operatdrias na pressao
intraocular que podem gerar succdo e subsequente influxo de fluidos e particulas
extraoculares para o interior da camara anterior. Em uma extensa meta-analise, Taban e
associados identificaram a incisdo em cérnea clara na facoemulsificacdo como fator de risco
para endoftalmite, uma vez que elevadas taxas da infeccdo foram observadas quando
comparadas as taxas encontradas apos incisdes em tunel escleral (0,189% versus 0,074%).
Um fator relevante parece ser a construcdo do tdnel. Enquanto que na incisdo cérneo-escleral
o0 tanel é mais quadratico, nas incisdes em cdrnea clara as propor¢oes sdo frequentemente o
dobro em largura quando comparadas ao raio e, por isso, estdo mais propensas a ficarem
abertas. Além disso, o periodo de cicatrizacdo é mais prolongado nasincisdes em cornea clara
gue nas incisdes limbares e em tunel escleral(STEINERT, 2010; TABAN et al., 2005).

Para incisbes limbares e esclerais, a cicatrizacdo ativa da ferida comeca dentro de 48 horas da
cirurgia. A fase inicial é caracterizada pelo crescimento de tecido vascular episcleral. Nas

semanas subsequentes, este tecido preenche toda a incisdo, criando um tampao fibrovascular.



18

Apos 2 anos ocorre remodelacdo, resultando na reorientacdo das fibras de colageno presentes
na cicatriz; estas tornar-se-do paralelas ao colageno escleral existente. Concorrentemente, a
vascularizacdo e a celularidade diminuem (STEINERT, 2010; TABAN et al., 2005).

Na primeira semana de po6s-operatério, a forga ténsil da ferida — capacidade de tracdo que o
tecido cicatricial é capaz de suportar -é aproximadamente 10% daquela encontrada em tecidos
normais que ndo sofreram incisdo. Apos oito semanas, este valor é cerca de 40% e em dois
anos a ferida recupera 75 a 80% da forca original. Por conseguinte, apesar de a ferida ser mais
vulnerdvel a deiscéncia no inicio do periodo pds-operatorio, em funcdo do tamanho e
construcdo da incisdo, a incisdo retém uma susceptibilidade permanente a deiscéncia
traumatica (STEINERT, 2010; TABAN et al., 2005).

A cicatrizacao das incisdes corneanas, por sua vez, ocorre por meio do crescimento interno de
ceratocitos que inicialmente estardo orientados paralelamente a incisdo e, portanto,
perpendiculares as lamelas do estroma corneano. Em comparagdo ao processo de cicatrizacdo
das incisGes limbares e esclerais, a cicatrizacdo corneana é muito mais lenta e produz uma
incisdo mais fragil, e, por isso, mais susceptivel a deiscéncia (STEINERT, 2010; TABAN et
al., 2005).

Com relagdo ao quadro clinico, aendoftalmite na sua forma aguda é marcada por intensa
inflamacdo intraocular (maior que o esperado para uma evolucdo pds-operatéria tipica),
muitas vezes acompanhada por hipdpio, hiperemia e quemose conjuntivais, edema corneano,
edema palpebral, vitreite e hemorragias retinianas, e periflebite difusa quando a retina é
visivel. Os sintomas incluem dor e perda acentuada da visdo que, frequentemente, é
desproporcional a acuidade visual esperada nos primeiros dias ou semanas ap0s O
procedimento cirurgico. (YANOFF; DUKER, 2011)

A forma crbnica ou de inicio tardio, por sua vez, pode apresentar um quadro clinico
indistinguivel daquele da uveite anterior. Os precipitados ceraticos com rubor e celularidade
da camara anterior podem ser observados e 0s pacientes podem queixar-se de fotofobia,
turvacdo visual e dor branda. Uma placa branca fibrosa na superficie posterior da lente
configura a apresentacdo classica nos casos de endoftalmite por P. acnes, e inflamacédo
resistente de inicio recente ap0s capsulotomia com laser de neodimio: itrio-aluminio-garnet

(ND: YAG) pode sugerir a infec¢do, presumivelmente devida a liberagcdo dos organismos de
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baixa viruléncia previamente sequestrados dentro do humor vitreo.(YANOFF; DUKER,
2011)

Por se tratar de um quadro grave, medidas de prevencdo tém sido propostas e incluem uma
vasta quantidade de cuidados perioperatorios, como o uso de antibioticos topicos no pré- e
pos-operatdrio, antissépticos como iodo-povidine no momento da cirurgia e preparacdo
cuidadosa do campo cirdrgico. No entanto, a literatura oferece dados limitados a respeito da
escolha das intervencBes profilaticas na cirurgia de catarata.(BARRY, CORDOVES,
GARDNER, 2013; YANOFF; DUKER, 2011)

Os guidelines do ESCRS para prevencdo e tratamento de endoftalmite apds cirurgia de
catarata demonstraram que o uso profilatico de antibidtico intracameral pode reduzir a
incidéncia de endoftalmite p6s-operatoria em até 25% (BARRY, CORDOVES, GARDNER,
2013). Os antibidticos mais usados tém sido vancomicina e cefuroxime, no entanto, diversos
efeitos adversos tém sido reportados para ambos 0s medicamentos, dentre eles a sindrome
toxica do segmento anterior-“TASS”-(BRAGA-MELE et al., 2014; DAIEN et al., 2016;
KEATING, 2013; MOISSEIEV; LEVINGER, 2013).

A TASS ¢é uma inflamacéo estéril do segmento anterior subsequente a qualquer cirurgia do
segmento anterior. O processo tipicamente tem inicio entre 12 e 48 horas apds a cirurgia de
catarata/segmento anterior, é limitada ao segmento anterior do olho e usualmente melhora
apos tratamento com corticosteroides. O principal diagndstico diferencial é a endoftalmite
pos-operatoria (FILIP et al., 2006; STEINERT, 2010; YANOFF; DUKER, 2011).

Sua etiologia é vasta e qualquer substancia usada durante ou imediatamente ap6s uma cirurgia
de catarata e que tenha acesso ao segmento anterior pode causar TASS. Todas as solugdes
oftalmicas que contém conservantes ou agentes de estabilizacdo de qualquer espécie podem
ser tdxicas ao endotélio corneano. Anestésicosintracamerais sao frequentemente utilizados em
cirurgia de catarata e anestésicos sem conservantes numa dose apropriada ndo tém se
mostrado toxicos ao endotélio corneano; no entanto, doses de lidocaina sem conservantes
numa concentracdo igual ou superior a 2%, causam opacificacdo e afinamento corneano
significativos no pds-operatorio. Os antibioticos, por sua vez, sdo uma fonte adicional de
toxicidade quando utilizados em solugfes de irrigagcdo ou injetados no segmento anterior do
olho ao final da cirurgia. (FILIP et al., 2006; STEINERT, 2010; YANOFF; DUKER, 2011).
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Considerando a possibilidade de complicagbes com o uso intracameral de vancomicina e
cefuroxime, como TASS, e aauséncia de outras alternativas bem estabelecidas, ambas as
drogas, administradas por via intravitrea, permanecem como padrdo-ouro no tratamento da
endoftalmite. Entretanto, devem ser reservadas para esta indicacdo, sendo desencorajado seu
uso como profilaxia.Para a profilaxia de endoftalmilte, MFLX tem se mostrado uma
alternativa bastante promissora devido ao seu amplo espectro de cobertura e modo de agé&o.
Além disso, estudos recentes ndo evidenciaram toxicidade intraocular apds injecdo
intravitreaou intracameraldesta droga (ARBISSER, 2008; ASENA et al., 2013; KESSEL et
al., 2015; KOKTEKIR; ASLAN, 2012; KOWALSKI et al., 2005; LANE et al., 2008).

2.2 MOXIFLOXACINO

MFLX ¢é uma fluoroquinolona sintética de quarta geracdo com peso molecular de
aproximadamente 437.9 D (Dalton). Ndo apresenta ponto de fusdo e se decompde em
temperaturas superiores a 250° C. Seu pH varia de 3.9 a 4.6 e apresenta baixa solubilidade em
agua e metanol, sendo ligeiramente soltvel em &cido cloridrico e etanol e praticamente
insolivel em acetona e tolueno(VIGAMOX, 2004).

A solucédo oftadlmica de MFLX a 0,5% (Vigamox®), por sua vez, é uma solugdo isoténica,
formulada em um pH de 6.8 com uma osmolalidade de aproximadamente 290 mOsm/kg
(VIGAMOX, 2004).

MFLX ¢é rapidamente absorvido apds administracdo oral e sua biodisponibilidade absoluta é
de aproximadamente 91%. Uma Unica dose oral de 400 mg da droga produz concentracBes
plasmaéticas de até 3,1 mg/L no intervalo de 0,5 - 4 h; enquanto que a mesma dose, quando
administrada por via intravenosa durante uma hora gera um pico plasmatico de 4,1mg/l ao
final da infusdo, o que corresponde a um aumento médio de aproximadamente 26% com
relacdo a administracdo oral. A droga possui um tempo de meia vida plasmatica de
aproximadamente 13 horas (VIGAMOX, 2004).

Esta substancia € largamente distribuida nos tecidos corporais e aproximadamente 50% da
droga estd ligada a proteinas séricas. Alcanca concentracdes elevadas em tecidos como
pulmdes, seios maxilar e etmoidal, além de sitios inflamatérios, onde sdo obtidas

concentragdes totais que ultrapassam as concentracfes plasmaticas. Em contraste, apresenta
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pouca penetracdo no fluido cérebro-espinhal e nos tecidos oculares.(KIM et al., 2005;
VIGAMOX, 2004).

O sistema enzimatico do citocromo P450 ndo esta envolvido no metabolismo da droga.
MFLX sofre biotransformacdo de fase Il (conjugacdo), sendo excretado por via renal,
biliar/fecal na forma de farmaco inalterado ou na forma de composto conjugado ao &cido
glicurénico (M1) ou ao sulfato (M2). M1 e M2 sdo os Unicos metabdlitos relevantes na

espécie humana, e ambos sdao microbiologicamenteinativos (VIGAMOX, 2004).

Figura 1. Estrutura molecular do moxifloxacino

MFLX possui amplo espectro antimicrobiano, sendo ativo contra a maioria dos
microrganismos gram-positivos e gram-negativos, além de micro-organismos atipicos e
anaerobios.’*® A concentracéo inibitéria minima (MICg) do MFLX no HA contra pat6genos
oculares frequentemente implicados na endoftalmite pds-operatoria foi determinada em 0.5
pg/ml para Staphylococcus aureus suscetivel a fluoroguinolonas, 0.125 pg/ml para
Staphylococcusepidermidis, 0,125 pg/ml para Streptococcus pneumoniae, 0,125 pg/ml para
Streptococcus viridans e 0,064 para Staphylococcuscoagulase-negativo suscetivel a
fluoroquinolonas(ALLEN; DESHPANDE, 2010; KOWALSKI et al., 2005; METZLERET
al., 2004).

O mecanismo de acdo deste antibidtico resulta da inibicdo das enzimas topoisomerase |l
(DNA girase) e topoisomerase V. A topoisomerase Il é uma enzima essencial envolvida na
replicacdo, na transcricdo e no reparo do DNA bacteriano; a topoisomerase 1V, por sua vez, é
uma enzima conhecida por desempenhar um papel chave na divisdo do DNA cromossémico
durante a divisdo celular das bactérias. Em altas concentracdes, também inibe a sintese de
RNA. A atividade bactericida é dose dependente até que a concentracdo bactericida 6tima seja
atingida; acima deste valor, qualquer acréscimo na concentracdo da droga pode acarretar um
decréscimo paradoxal em sua atividade (VIGAMOX, 2004).
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Mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas incluem subpopulagdes (mutantes) com:

1) Mutacdes nos genes da DNA girase e/ou da topoisomerase que alteram ou reduzem a
afinidade da ligacdo da droga com essas enzimas;

2) Mutacdes nos genes que blogueiam a entrada da droga;

3) Presenca de uma bomba de efluxo que reduz as concentracdes da droga;

4) Genes unicos que conferem resisténcia especifica contra a droga.
Mecanismos de resisténcia raros incluem:

1) Presenca de plasmideos que protegem as células dos efeitos letais das
fluoroquinolonas;

2) Aquisicdo de uma enzima modificadora de fluoroquinolona.

Os mecanismos de resisténcia que inativam as penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos,
macrolideos e tetraciclinas ndo interferem na atividade antibacteriana do MFLX. Outros
mecanismos de resisténcia como barreiras a permeabilidade (comuns na Pseudomonas
aeruginosa) e mecanismos de efluxo podem afetar a susceptibilidade ao MFLX (VIGAMOX,
2004).

Regimes terapéuticos usuais de MFLX como uma gota administrada quatro vezes ao dia,
mesmo com uma dose adicional, produz niveis terapéuticos da droga de até 1.9 pg/ml no HA
(ARBISSER, 2008; KIM et al., 2005; O’BRIEN; ARSHINOFF; MAH, 2007), valor superior

ao MICg contra a maioria dos patdgenos oculares, como observado anteriormente.

Uma Unica dose de MFLX a 0,5% quando injetada diretamente na cAmara anterior excede em
aproximadamente 100-500 vezes a concentracdo obtida com o tratamento tdpico. Altos niveis
da droga, além de aumentarem seu efeito bactericida, inibem o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, o que tem tornado a injecdo intracameral uma via de administracédo de
drogas bastante promissora na oftalmologia (ARBISSER, 2008; KIM et al., 2005; O’BRIEN;
ARSHINOFF; MAH, 2007).

No entanto, a injecdo intracameral de MFLX apresenta, ainda, algumas limitacbes, como o
tempo de meia-vida da droga na camara anterior devido ao turnover do HA. Dessa sorte, a
limitada penetracdo quando da administragdo topica da droga e sua reduzida meia-vida

intracameral suscitaram a necessidade de desenvolver um método de administracdo mais
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eficaz. Com essa finalidade, estudamos a formulagdo de um sistema de liberacdo sustentada
de MFLX baseado em lipossomas.

2.3 LIPOSSOMAS

Lipossomas podem ser definidos como estruturas que sdo compostas por uma ou mais
camadas concéntricas ou bicamadas lipidicas separadas por agua e contendo um
compartimento aquoso central (DALE; MICHAEL, 1995; LASIC; PAPAHADJOPOULOQS,
1998; CHANG; YEH, 2012). Os fosfolipidios, em associacdo ao colesterol, sdo 0s
componentes mais comumente usados na formulagéo de lipossomas, uma vez que constituem
o principal componente estrutural das membranas bioldgicas. O colesterol é usualmente
incluido na formula para estabilizar a membrana lipossomal e minimizar o vazamento de
drogas hidrofilicas encapsuladas (TALSMA; CROMMELIN, 1992; CHANG; YEH, 2012).

Os fosfolipideos mais utilizados na construcdo de modelos de membranas sdo as moléculas de
fosfatidilcolina, provavelmente em razdo de sua carga neutra, inércia quimica e similaridade
com as membranas bioldgicas. A fosfatidilcolina, conhecida também como lecitina, pode ser
derivada de fontes naturais e sintéticas, podendo ser obtida a partir da gema dos ovos e dos
graos de soja(CHANG; YEH, 2012; DEL AMO, 2008; EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005;
NEW, 1990).

Devido a natureza dos componentes utilizados em sua preparacdo, os lipossomas sdo
considerados vesiculas biocompativeis. De acordo com suas dimens@es, os lipossomas sdo
classificados como vesiculas unilamelares pequenas ou vesiculas unilamelares grandes se
apenas uma bicamada estiver presente. Se mais de uma bicamada estiver presente eles sdo
denominados como vesiculas multilamelares. (CHANG; YEH, 2012; DEL AMO, 2008).

O modo de preparo dos lipossomas varia de acordo com o tipo de estrutura que se deseja
obter. Vesiculas multilamelares sdo sintetizadas pelo método de hidratacédo lipidica, enquanto
que vesiculas unilamelares grandes sdo geralmente obtidas por meio de evaporacdo em fase
reversa. Finalmente, vesiculas unilamelares pequenas podem ser preparadas por submisséo de
suspensdes de vesiculas multilamelares ou de vesiculas unilamelares grandes a sonicacéo ou a
extrusdo através de policarbonato. Em geral, todos os métodos de preparacdo envolvem trés
ou quatro estagios basicos: solubilizacdo dos lipidios em solvente organico, remocao do
solvente organico da solucéo de lipidios, dispersdo dos lipidios em meio aquoso e purificagdo
dos lipossomas.(NEW, 1990; BOCHOT; FATTAL, 2012)
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Em razdo de sua estrutura versatil em termos de tamanho, composicdo, carga superficial e
fluidez da bicamada, os lipossomas podem encapsular compostos polares e apolares.
Substancias hidrofilicas podem ser encapsuladas no compartimento aquoso, enquanto que
substancias lipofilicas podem ser incorporadas na bicamada lipidica, sendo que estas Gltimas
sdo encapsuladas com maior eficiéncia (LOPES; OLIVEIRA, 2000 BOCHOT; FATTAL,
2012)

A caracterizacdo detalhada da estrutura dos lipossomas, incluindo distribuicdo de tamanho,
numero de bicamadas e volume de encapsulacdo é importante, uma vez que ela fornece
informagdes importantes sobre diferencas na estrutura causadas por mudangas no método de
preparacdo e na composicao lipidica. Estas diferencas na estrutura afetam o comportamento
das vesiculas in vitro, assim como in vivo(CHANG; YEH, 2012; MEISNER; MEZEI, 1995).
Assim, uma definicdo apropriada da estrutura € essencial para obtencdo de resultados
reprodutiveis, um pré-requisito fundamental para o emprego satisfatorio dos lipossomas na

terapéutica

Dentre as caracteristicas que mais refletem as variacdes entre os distintos tipos de lipossomas
estdo aquelas relacionadas a encapsulacdo de farmacos pelas vesiculas (CHANG; YEH,
2012).

Terapeuticamente, lipossomas apresentam uma ampla variedade de aplicagdes, incluindo o
transporte de enzimas, antibidticos, antivirais, quimioterapicos, vacinas e na terapia
génica(EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005; GREGORIADIS; FLORENCE, 1993;
NIESMAN, 1992; SCHAEFFER; KROHN, 1982).

As vantagens da liberacdo de farmacos a partir de lipossomas incluem diminuicdo do pico de
concentracdo resultando em toxicidade diminuida, direcionamento para o tecido alvo
aumentando-se a disponibilidade do farmaco no sitio de acdo e diminuindo-se a toxicidade
nos tecidos sadios, menor frequéncia de aplicacdo.(CHANG; YEH, 2012; MEZEI,
MEISNER, 1992; MISHRA et al., 2011).

Vaérias drogas (ciclosporina, gentamicina, ganciclovir)ja tiveram seus niveis intravitreos
avaliados ap6s o encapsulamento em lipossomas e todos os estudos demonstraram um
prolongamento dos tempos de meia-vida(ALGHADYAN et al., 1988; FISHMAN; PEYMAN;
LESAR, 1986; PEYMAN et al., 1987).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver lipossomas contendo MFLX como um sistema de liberacdo prolongada para

aplicacdo intracameral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter lipossomas contendo MFLX a partir de fosfatidilcolina de soja (PC), colesterol (CH)
e estearilamina (SA);

2. Caracterizar fisico-quimicamente o sistema obtido;

3. Avaliar in vivo o perfil de liberacdo do MFLX na preparagéo lipossomal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Substancias, reagentes, matérias-primas e solventes

- Acetonitrila (Bayer®, Alemanha);

- Acido trifluoroacético (Sigma, USA);

- Agua deionizada Milli Q;

- Alcool etilico absoluto p.a. (Synth®, Brasil);

- Alcool metilico absoluto p.a. (Synth®, Brasil);

- Cloridrato de cetamina solucdo injetavel (Cristélia®, Brasil);

- Cloridrato de moxifloxacino (Sigma Aldrich LTDA, Brasil);

- Cloridrato de xilazina solugdo injetavel (Cristalia®, Brasil);

- Cloroférmio p.a (Synth®, Brasil);

- Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, Epikuron 200 SH® (Lucas Meyer, Alemanha); e

- Soro fisiologico estéril (Equiplex®, Brasil).

4.1.2 Equipamentos e acessorios

- Analisador de particulas a laser DelsaTMNano-S (Beckman Coulter, Califérnia,
USA);

- Aparelho para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Aliance 2695, Waters,
EUA);

- Centrifuga Ultracentrifugue KT-20000 (Kubota, Japéo);

- Coluna de fase reversa C15 (250 mm x 4,6 mm, 5 mm, XBridge™ Waters, EUA);

- Aparelho para espalhamento dindmico de luz (ZetasizerNano-ZS9, Malvern,
Worcestershire, UK);

- Seringa de 0,3mL com agulha de 30Gauge;

- Sonda de ultrassom (Vibra Cell, BRANSON, USA); e

- Vidrarias de uso em laboratorio (bequer, pipetas graduada e volumétrica, proveta,

kitasato, baldo volumétrico, erlenmeyer).
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4.1.3 Animais de laboratério

Quinze coelhos fémeas da raca Nova Zelandia

4.2 METODOS

4.2.1 Local do estudo

Laboratorio de ImunopatologiaKeizoAsami (LIKA) e Nucleo de Cirurgia Experimental da

Universidade Federal de Pernambuco

4.2.2 Tipo de estudo

Estudo experimental com animais

4.2.3 Procedimentos técnicos e analiticos
4.2.3.1 Metodologia analitica para quantificacdo do moxifloxacino por HPLC

A quantificagdo do MFLX foi realizada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) utilizando inicialmente o método isocratico proposto por Davis et al. (2010) com
modificacfes. As andlises cromatogréaficas foram realizadas em equipamento Aliance 2695
(Waters, EUA) acoplado a um detector de arranjos de diodos 2998 (Waters, EUA), operado a
296nm. Uma coluna de fase reversa Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 mm, XBridge™ Waters)
protegida por uma pré-coluna da mesma composi¢do (20 mm x 4,6mm) foi utilizada. A fase
movel foi composta por agua acidificada 0,1% (acidificada com TFA pH
3,0):acetonitrila[(70:30) (v/v)]. O fluxo utilizado foi de 0,6mL/min a 50°C e um volume de
injecdo de 20puL.

A concentragéo teste do MFLX(10 png/mL) foi preparada a partir de diluicbes de uma solucgéo

estoque (1 mg/mL), em agua acidificada. O cromatograma apresentou-se assimétrico com
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presenca de dois picos de absorcdo (Figura 2A) havendo necessidade de ajustes no método.
As proporcdes dos solventes foram modificadas até que o cromatograma se apresentasse
simétrico (Figura 2D). Essa proporc¢do foi de 65:45 (agua acidificada:acetonitrila). Contudo,
em concentracdes menores (0,5 ug/mL) houve uma interferéncia na linha de base do

cromatograma (Figura 3).
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Figura 2.Cromatograma do moxifloxacino em diferentes proporg¢des de fase movel acido trifluoroacético 0,1%:
acetonitrila : (A) 70:30; (B) 65:45; (C) 60:40; (D) 55:45, na concentracdo de 10 pg/mL.
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Figura 3.Cromatograma do moxifloxacino em fase mével acido trifluoroacético 0,1%: acetonitrila 55:45, na
concentragdo de 0,5 pg/mL

Um novo ajuste foi realizado no método: o metanol foi adicionado a fase mével em diferentes
proporcdes para afastar o cromatograma do sinal de interferéncia. A proporc¢éo final da fase
movel foi de 55:30:15 (TFA 0,1%: Acetonitrila:Metanol) com um fluxo de ImL/min, o qual

apresentou um cromatograma simétrico com tempo de retengdo de 4,1 min (Figura 4).
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Figura 4.Cromatograma do moxifloxacino em fase mével &cido trifluoroacético 0,1%: acetonitrila: metanol
(55:30:15), na concentracéo de 10 pg/mL

O desempenho do sistema cromatografico foi avaliado a partir dos seguintes parametros:
numero de pratos tedricos (N), fator de cauda (T) e altura equivalente do prato teérico (HEPT)
(Tabelal). O método proposto atendeu aos requisitos dentro dos limites aceitaveis conforme
dados apresentados na Tabela 3. A eficiéncia da coluna aumenta com o nimero dos pratos
tedricos, que devem ser acima de 2000 para apresentar eficiéncia adequada, o que foi
verificado também pela diminuicdo da altura dos pratos tedricos. Os valores de fator de cauda,

préximos de um, sdo ideais, pois indicam a simetria do pico.

Tabela 1. Parametros dos cromatogramas de MFLX obtidos por HPLC

Parametros Limites recomendados Parametros calculados
N N > 2000 7598
T T<2 1,17
HETP HEPT < 0,15 0,03

MFLX:moxifloxacino; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia

N: nimero de pratos tedricos; T: fator de cauda do pico; HETP:altura equivalente do prato teérico



30

4.2.3.2 Desenvolvimento da curva analitica do MFLX por HPLC

A curva analitica do MFLXfoi preparada a partir de diluicbes de uma solucéo estoque (1
mg/mL), variando as concentracbes de 0,5 a 20ug/mL. Posteriormente, estabeleceu-se
correlacdo linear entre concentracdo, considerada variavel independente (x), e relacdo entre as
areas dos picoscromatograficos do farmaco e do padrdo interno, considerada variavel
dependente (y). A linearidade foi avaliada através deandlise de regressdo linear, utilizando

ajuste dos dados pelométodo dos minimos quadrados.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagcdo (LQ) foram estimados de acordocom as
diretrizes do ICH. O limite de deteccéo foi calculado através da formula: LD =3,3 (¢ /1), e 0
limite de quantificacdofoi calculadoatravés da formula: LQ = 10 (o / 1),onde o é o desvio

padrdo do intercepto com relacdo ao eixo dos Y e | é o valor da inclinagdo da curva analitica.

Os dados da curva analitica do MFLXajustados por analise de regressdo linear estdo
apresentados na Tabela 2. O método mostrou-se linear para ambos MFLXentre as

concentracdes de 0,5 a 20 ug.mL™ (Figura 5).

Tabela 2. Curva analitica do MFLX a 296 nm

Concentracdo tedrica de MFLX Valor da Area MFLX
(ng.mL™ (mAU/min)

0,5 0,86

1 1,77

5 8,88

10 18,84

15 28,69

20 38,39

MFLX: moxifloxacino
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Igura 5. Curva analitica d()M"FﬁOXIﬂOXEiCInOZ (A) Cromatogramas; (B) Grafico da analise de regressao Tinear

A equagdo da regressdo linear obtida foi y = -0,33 + 1,93 x, em que y é a area (mMAU/min) e x

a concentragdo (pug/mL) em equivalentes de MFLX, respectivamente. O coeficiente de

correlacéo obtido foi de 0,9996, significando que 99,96% da variacao total em torno da média

é explicada pela regresséo linear, comprovando a adequacdo do método ao intervalo avaliado.

Os dados da andlise de regressdo sdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros do método HPLC para a quantificacdo do MFLX

Parametros Valores
Comprimento de onda de medicao (nm) 296

Faixa linear (ug.mL™) 0,5-20
Intercepto £ (desvio padrdo) -0,33 (£ 0,17)
Inclinacdo * (desvio padréo) 1,93 (£0,02)
Coeficiente de correlacdo (r?) 0,9996
Limite de deteccdo, LD, (ug/mL) 0,29

Limite de quantificacdo, LQ, (ug/mL) 0,88

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; MFLX:moxifloxacino
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4.2.3.3 Preparacéo dos lipossomas contendo MFLX

Os lipossomas convencionais contendo MFLX (MFLX-Lipo) foram obtidos pelo método de
hidratacdo do filme lipidico proposto por Lira et al. (2009)com pequenas modificacGes.
Inicialmente, MFLX (5 mg) foi solubilizado em 2mL de metanol. Posteriormente, os lipidios
(60 mM) fosfatidilcolina de soja (PC), colesterol (CH) e estearilamina (SA) (70: 20: 10)
foram solubilizados separadamente em uma solucdo de cloroférmio: metanol (3:1). Todos 0s
componentes foram misturados e a solucdo resultante foi submetida a rotaevaporacdo sob
pressdo reduzida até a formacdo de um filme uniforme. O filme lipidico foi hidratado
utilizando 5 mL de tampdo PBS pH 7,4 obtendo uma formulagdo com concentracdo de
1mg/mL. Para obtencdo de lipossomas unilamelares pequenos a solucdo foi submetida a
sonda de ultrassom (Vibra Cell, BRANSON, USA) a 200 W e 40 Hz por 300 segundos.

4.2.3.4 Ensaio de exatidao para a recuperacdo deMFLX nos lipossomas

A fim de realizar o ensaio de exatidao da extracdo do farmaco presente nos lipossomas, foram
preparados lipossomas brancos utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente,

porém sem a presenca do moxifloxacino.

A exatiddo foi avaliada pelo método de recuperacdo do farmaco, no qual 50 uL da solucdo
padréo de 1 mg.mL™ de MFLX foi adicionado a 50 uL da formulacéo lipossomal placebo
(branco)obtendo uma concentragéo tedrica de 10ug.mL™. As amostras foram preparadas em
triplicata. O coeficiente de variacdo e a porcentagem de recuperacdo foram utilizados para

avaliar a exatiddo definida como:

concentracao obtida

Exatidao = ( ) x 100

concentragao tedrica

A exatiddo foi verificada no nivel de concentragdo de 10 pg/mL, onde o desvio padrédo
relativo foi de cerca de 2,67% (Tabela 4). O ICH (2013) regulamenta que os resultados da
exatiddo ndo devem ser inferiores a 95% e que o desvio padrdo relativo ndo deve ultrapassar
5%, portanto, os resultados deste estudo demonstram que a recuperacdo de MFLX a partir dos

lipossomas foi exato.
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Tabela 4. Resultados da exatid&o da recuperacdo do MFLX a partir dos lipossomas

Concentracdo de MFLX Dados estatisticos

Teobrica Experimental Média DP DPR (%)
10 (ng.mL) 9,94 10,48 10,29 10,24 0,27 2,67

100 (%) 99,43 104,83 102,90 102,39 2,74 2,67

MFLX:moxifloxacino;DP = desvio padrdo; DPR = desvio padréo relativo

4.2.3.5 Aplicacdo do Método de HPLC: Doseamento do moxifloxacinonos lipossomas e
determinacéo da eficiéncia de encapsulacao

Para determinacdo do MFLX transferiu-se uma aliquota da forma lipossomal equivalente a
50ug dofarmaco(50 uL) para baldo volumétrico de 5mL. Em seguida, adicionou-se a amostra
1mL de metanol. A solucdo foi submetida a sonicacdo(procedimento que utiliza a energia de
ondas sonoras a fim de promover a agitacdo das particulas contidas em um recipiente)por 5
minutospara romper a estrutura lamelar dos lipossomas e liberar oconteldo deMFLX
encapsulado. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de &agua acidificada para a
solubilizacéo do farmaco.A solugéo foi filtrada (Filtros Milex® 0,22 mm, Millipore, EUA) e a
concentracdo deMFLXfoi determinada: a concentracdo tedérica deMFLX, na amostra, foi de

10ug/mL. Os ensaios dedoseamento foram realizados em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada pela técnica de ultrafiltragdo/ultracentrifugacéo
utilizando unidades filtrantes Microcon® (Millipore, EUA), na qual as amostras de
lipossomas(500 uL) foram centrifugadas (Ultracentrifugue KT-20000, Kubota, Japdo) a
14.000 rpm por 30 min a 4°C. A concentracdo de MFLX no ultrafiltrado (farmaco livre) foi
determinada. Por fim, a eficiéncia de encapsulacdo (%) foi calculada pela diferenca entre as

concentragdes do farmaco total na suspensao e nao encapsulada (livre).
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4.2.3.6 Determinacgdo do didmetro médio dos lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados através da determinacdo do tamanho meédio e do indice
de polidispersdo por espectroscopia de autocorrelacdo de fotons (PCS), utilizando analisador

de particulas a laser DelsaTMNano-S (Beckman Coulter, California, USA).

4.2.3.7 Perfil de liberacao in vivo de MFLX em preparaces lipossomais

Foram utilizados quinze coelhos fémeas da raca Nova Zelandia, pesando entre 2,5 e 4,8 kg.

Foi injetado 0,05 ml de lipossomas contendo MFLX (1mg/ml)na camara anterior do olho

direito de cada animal.

Os coelhos foram divididos em 5 grupos compostos por 3 coelhos cada. Uma amostra de HA
(0,1ml) foi coletada utilizando-se uma agulha de 30 G ap6s 2 horas (grupo 1), 4 (grupo 2), 8
(grupo 3), 24 (grupo 4) e 48 horas (grupo 5). As amostras de HAforam congeladas em

nitrogénio liquido para posterior analise por HPLC.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (Anexo B) da
UFPE(processo n° 23076.011824/2015-11, oficio n® 78/15). Os animais foram utilizados de
acordo com os principios éticos na experimentacdo animal elaborados pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal (2013) e com as normas internacionais estabelecidas pelo
NationallInstituteof Health Guide for Careand UseofLaboratoryAnimals (2008).

O procedimento cirdrgico foi realizado em condigdes estéreis e os coelhos foram anestesiados
utilizando-se injecdo intramuscular contendo cloridrato de ketamina e cloridrato de xilasina
durante todos os procedimentos. Um minuto antes do procedimento cirargico foi realizada

anestesia topica com colirio anestésico contendo tetracaina.



Figura 6. Fotografia dos materiais utilizados no procedimento cirirgico

Figura 7. Fotografia do procedimento cirtrgico
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS CONTENDO MFLX

A formulacdo lipossomal apresentou-se estavel, sem presenca de precipitados e homogénea
(Figura 8). Os lipossomas exibiram um tamanho médio de 60,5 £ 0,72 nm com uma
distribuicdo de tamanho estreita e monodispersa (PDI = 0,307).

Figura 8. Formulag&o de lipossomas contendo moxifloxacino com concentragdo de 1mg/mL

Apbs o desenvolvimento da metodologia analitica, 0 MFLX presente nas formulacdes
lipossomais foi quantificado, onde se obteve um teor de 99,6%, indicando a eficacia do
método desenvolvido (tabela 5).Com relagdo a eficiéncia de encapsulacdo, valores
elevados,acima de 90% (92,24 £ 0,24 %), foram obtidos.

Tabela 5. Resultados do doseamento e eficiéncia de encapsulacdo do MFLX a partir dos
lipossomas

Parametros Dados Experimentais Dados estatisticos
Meédia DP
Doseamento (teor) (%) 96,83 102,13 99,87 99,61 2,66

Eficiéncia de encapsulagédo (%) 92,02 92,49 92,22 92,24 0,24

MFLX:moxifloxacino; DP: desvio padrédo
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5.2 PERFIL DE LIBERACAO IN VIVO DOS LIPOSSOMAS CONTENDO MFLX

A avaliacdo dos cromatogramasde MFLX na concentragdo de 10 pg/mL e deHA branco
evidenciou que, nestas condicdes, ndo houveram interferentes oriundos dos constituintes
deHA no tempo de retencdo do MFLX. Demonstrando assim, que o método foi seletivo para
MFLX na concentracdo de 10 pg/mL em amostras contendo HA. A figura 9 apresenta 0s
cromatogramasde MFLX na concentra¢do de 10 pg/mL e deHA branco (diluido 20 vezes),

ambos diluidos em fase movel.
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Figura 9.Cromatogramas de moxifloxacino (10 pug/mL) e de humor aquoso.

As concentragdes em pg/mL obtidas a partir das areas dos picos dos cromatrogramas das
amostras de HA contendo MFLX-Lipo estdo apresentados natabela 6 e figura 10 abaixo.



Concentracgdo (pg/mL)

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00

Tabela 6. Concentracéo por hora de MFLX-Lipo

Tempo (horas) Concentragdo(ug/mL)

Desvio padrao

2 4,16 2,07
4 1,54 0,57
8 0,51 0,36
24 0,34 0,06
48 0,34 0,05
MFXL-Lipo: lipossomas contendo moxifloxacino
Perfil de liberagdao do MFLX-Lipo em HA
o
10 20 30 40 50 60

Tempo (horas)
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Figura 10. Gréfico representando a concentracdo de moxifloxacino na apresentagdo lipossomalem
pg/mL encontrada nas amostras de humor aquoso.
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6 DISCUSSAO

A distribuicdo de tamanho e o indice de polidispersdo das vesiculas lipossomais sdo
importantes parametros porque indicam a uniformidade e homogeneidade da formulacéo.
Ademais, eles podem influenciar na encapsulacdo da droga e na sua distribuicao e liberagéo in
vivo. Quanto maior a curvatura da bicamada lipidica (quanto menor for a vesicula
lipossomal), mais instavel sera a vesicula lipossomal e, teoricamente, menor sera a sua
eficiéncia de encapsulacio (BOCHOT; FATTAL, 2012; KASZAS et al., 2008; HENRIKSEN
et al., 1995). Na literatura, as formulacdes de lipossomas utilizadas para administracao
intraocular apresentaram didmetro médio variando de 100 a 400 nm(DEL AMO, 2008). Neste
estudo, os lipossomas apresentaram um tamanho de particula muito pequeno (60,5 £ 0,72
nm), sugerindo, em estudos futuros, uma diminui¢do no tempo de sonicacdo a fim de obter

particulas com diametro médio superior a 100 nm.

O desafio ao desenvolver lipossomas como sistemas de liberacdo de drogas oculares é
fornecer um sistema com duracgéo de atividade da droga e biodisponibilidade aumentadas, mas
com um risco minimo de complicacBes oculares. A eficiéncia de encapsulacdo lipossomal é
um dos principais fatores que influenciam no efeito terapéutico das drogas contidas em
lipossomas (BOCHOT; FATTAL, 2012; KASZAS et al., 2008; HENRIKSEN et al., 1995).
Neste estudo, MFLX-Lipo exibiu alta eficiéncia de encapsulacéo.

A literatura relata que o perfil de liberacdo de farmacos encapsulados em lipossomas tende a
mostrar uma liberacdo inicial rapida do farmaco seguida por taxas mais lentas de liberacdo. A
taxa de liberacdo inicial é comumente atribuida ao desprendimento da droga a partir da
superficie lipossomal, enquanto que a taxa de liberagdo subsequente se deve ao
desprendimento prolongado da droga a partir das lamelas internas(BOCHOT; FATTAL,
2012; KASZAS et al., 2008; HENRIKSEN et al., 1995). No estudo de liberagdo in vivo do
MFLX-Lipo, a concentracdo maxima de MFLX foi alcancada nas primeiras 2 horas apos
administragdo (4.16 + 2.07ug/mL) e foi seguida por um decréscimo na concentragao
intracameral (0.34 £ 0.05ug/mL) até o ponto de 48 horas. Houve rapida liberacdo nas
primeiras 4 horas. Nas 44 horas seguintes, mostrou um perfil de liberagdo mais lento.Embora
o perfil de liberagdo in vivo apresentado pelo MFLX-Lipo seja compativel com os dados da

literatura, era esperada uma taxa de liberagio mais lenta da droga.Nessesentido,
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emestudosfuturos, sugere-se umamodificacdonaproporcdo de colesterol da formulagéo, a fim
de alterar a fluidez e rigidez da membrana, o que possivelmentediminuird a velocidade de

liberacdo do farmaco e aumentarasuabiodisponibilidade ocular.

Para atingir uma profilaxia bem sucedida, a concentracdo de um antibidtico na camara
anterior apos injecdao intracameral deve exceder os valores de MICgodeterminados para
patdgenos frequentemente relacionados a endoftalmite(KIM et al.,, 2005; BARRY,
CORDOVES, GARDNER, 2013; ALLEN; DESHPANDE, 2010). Em um estudo recente
realizado para investigar a seguranca, a eficacia e a farmacocinética oculares de MFLX em
um modelo de coelho, 0,1 mL de MFLX a 0,5% (500 pg) foi injetado no olho direito de
coelhos Nova Zelandia. Em seguida, as amostras de HA foram coletadas 30 minutos e 1, 3, 6,
12, e 24 horas apds a injecdo inicial. A concentracdo de MFLX nas amostras de HA foi
superior a0 MICgq até 6 horas no caso do S. aureus, até 12 horas nos casos do S. pneumoniae
e S. viridans, e até 24 horas no caso do Staphylococcus coagulase-negativo suscetivel a
fluoroquinolonas(ASENA et al., 2013).Em nosso estudo, 0,05 ml de lipossomas carregados
com MFLX 0,1% (50 ug) foi injetado no olho direito de 15 coelhos Nova Zelandia. Mesmo
em uma concentracdo 10 vezes menor do que a do estudo anterior, a concentracdo de MFLX
nas amostras de HA foi superior aos valores de MICgpara S. aureus até 8 horas apds a
administracdo e até 48 horas apds a administracdo no caso de S. pneumoniae, S. viridans, e
Staphylococcus coagulase-negativo suscetivel a fluoroquinolonas(ALLEN; DESHPANDE,
2010; KOWALSKI et al., 2005; METZLERET al., 2004).

A seguranca de MFLX intracameral foi previamente investigada em outros estudos
experimentais. Em um estudo sobre a seguranca in vitro de MFLX intracameral, culturas de
celulas endoteliais corneanas, de células da rede trabecular e de células do epitélio pigmentar
da retina foram tratadas com diferentes doses de MFLX (10-750pg/mL) durante 24 horas, e
tambeém sob o efeito de mediadores inflamatorios na cultura. MFLX n&o mostrou toxicidade
significativa para nenhum dos tipos celulares em concentracfes de até 150 pg/mL(KERNT et
al., 2009).A maior concentracdo de MFLX determinada nas amostras de HA em nosso estudo

foi muito abaixo do nivel de toxicidade determinado no estudo anterior.

Em outro estudo sobre a seguranca e eficacia de MFLX intracameral em humanos, MFLX foi
diluido para uma concentragéo de 0,1% e injetado no final de cirurgias de catarata de rotina.
A alteracdo na espessura macular central foi avaliada em 31 olhos, antes e apés a cirurgia da

catarata com injeccdo de MFLX intracameral no peroperatorio, e estudos de tomografia de
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coeréncia Optica apresentaram um aumento médio de menos de 3% na espessura macular
central em todas as secc¢oes (ARBISSER, 2008).

Com a finalidade de avaliar a seguranca em longo-prazo do MFLX intracameral em humanos,
150pg/0.03 mL deMFLX foi injetado na camara anterior de 150 pacientes submetidos a
cirurgia de catarata. Estes pacientes foram avaliados durante 2 anos com relagdo a mudangas
na densidade média de células endoteliais corneanas, na paquimetria, na acuidade visual
corrigida e na pressao intraocular e comparados ao grupo controle (150 pacientes submetidos
a cirurgia de catarata no mesmo periodo, sem injecdo intracameral de MFLX). Nao houve
diferencas significantes entre os grupos (LIRA, 2016, In Press). Estes dados sugerem que
MFLX é uma opcéo segura para a administracdo intracameral.

Em contrapartida, apesar de os lipossomas serem considerados vesiculas biocompativeis
devido a natureza de seus componentes, ndo ha estudos dedicados a avaliacdo da sua potencial

toxicidade ocular ap6s injecdo intracameral.

Osresultadosdesteestudo  experimental ~ sdopromissores, mas  sdopreliminares e
témmuitaslimitagdes.O estudoprecisaserreplicado a fim de determinarmaisdetalhessobre a
farmacocinética e farmacodinamica do MFLX-Lipo. Alémdisso,
novasformulacbesprecisamserdesenvolvidas para garantirumameia-vidamaisprolongada e

umaliberacdo intracameral da drogamaisconstante.
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7 CONCLUSAO

As experiéncias realizadas neste estudo resultaram em lipossomas carregados com MFLX
(MFLX-Lipo) a partir de fosfatidilcolina de soja, colesterol e estearilamina (70: 20: 10).

A formulacdo obtidamostrou homogeneidade em tamanho e exibiu elevada eficiéncia de

encapsulacdo da droga.

Os resultados do experimento in vivo indicam que MFLX-Lipo oferece um perfil de liberacdo
da droga satisfatorio no humor aquoso sugerindo, portanto, que esta formulacdo pode ser uma

opcao na profilaxia de patdgenos frequentemente relacionados a endoftalmite.
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APENDICE

Apéndice A - Concentragdo de moxifloxacino nas amostras de humor aquoso

Colunal Amostra Area [] conc [] conc / 3 (20uL) [1 conc real
C2A2h 172755 1,457 0,486 1,94
2| C1A2h 554694,667 4,535 1,512 6,05
C3A2h 410847 3,376 1,125 4,50
Média 4,16
DP 2,07
C4A4h 184450,333 1,551 0,517 2,07
4| ClA4dh 78346,75 0,697 0,232 0,93
C5A4h 143000,667 1,217 0,406 1,62
Média 1,54
DP 0,57
C7A8h 74244,6667 0,663 0,221 0,88
8| C2A8h 22854,5 0,249 0,083 0,33
C6A8h 20175,3333 0,228 0,076 0,30
Média 0,51
DP 0,33
24 | C9A24h 21810,5 0,207 0,069 0,28
C3A24h 17590,6667 0,283 0,094 0,38
C8A24h 27059,3333 0,283 0,094 0,38




Média 0,34
DP 0,06
48 | C7(b)_48h 26180,6 0,276 0,092 0,37
C7(b)_48h 18988,3333 0,218 0,073 0,29
C7(b)_48h 26374 0,278 0,093 0,37
Média 0,34
DP 0,05

Metodologia:

50 uL de H.A + 150 ulL de ACN

Diluicao 4x

Vol. de injecdo 60 uL
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ANEXOS

Anexo A - Parecer do comité de ética animal
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