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O desenvolvimento de sistemas de liberacdo tem sido alvo de pesquisas hé vérias décadas. Desde que foi
sugerida sua aplicacdo, muitos resultados foram obtidos especialmente no desenvolvimento de sistemas
carreadores e no estudo de suas interagdes com os farmacos encapsulados. Entre os principais
carreadores, destacam-se 0s lipossomas, que apresentam a capacidade de veicular farmacos
proporcionando a encapsulagdo de substancias de varias natureza, em razao de sua estrutura. Neste estudo
foram caracterizados a estabilidade do encapsulamento e a liberagcdo da clonidina em uma formulagéo
lipossomal. Como esperado, a resposta ao contetido de clonidina encapsulada (40%) foi de acordo com o
método utilizado. O perfil de liberagdo da clonidina a partir da formulagdo foi de 20,14% em 8h. Este
valor foi comparado a quantidade liberada da clonidina em solucdo que foi de 37,8% em 8h. Propondo
uma formulagdo que estabelece uma estabilidade na taxa de encapsulacéo e a modificacéo da liberagdo do
farmaco.
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Many researchers in the last four decades have been devoted to the development of drug-delivery
systems. Since its first application many results have been obtained especially in manipulation of carriers
and their interaction with encapsulated drugs. Liposomes are among the most important carriers.
Liposomes have the ability to encapsulation of drugs of variety nature. In this study, we characterized the
encapsulation and delivery of clonidine in liposomal systems. The stable entraped efficacy of clonidine
was of 40%. The release profile of clonidine in formulation werw quantified. The formulation release
20,40% in 8h. These value was compared to the clonidine release in solution, which was of 37,8% in 8h.
Proposed formulations provided stable percentage of entrapped drug and drug modification release.
Keywords: liposomal formulation, clonidine, drug release.

1. INTRODUCAO

Existe a preocupacdo em compreender o fendmeno da dor e, conseqiientemente, conceitua-lo.
Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, esse fenémeno é caracterizado por
uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, em que ha percep¢do de um estimulo
nocivo associado a lesdo tecidual real ou potencial. De acordo com a duragdo da leséo tecidual
pode-se classificar a dor em aguda ou de curta duracdo, que persiste apenas enquanto durar o
dano representando uma reacéo fisiolégica normal; e as dores cronicas ou lentas, associadas as
lesbes mais profundas, evidenciando-se quando cessa a fungdo dos mecanismos normais de
cicatrizacdo e estados patologicos que podem persistir por um longo periodo, como cancer,
artrite reumatoide e pingamentos nervosos [1].

Por isso, a capacidade de instituir novos métodos de tratamento com o objetivo de produzir
analgesia, isto €, aliviar ou eliminar a dor, é um desafio atual.

Nas ultimas décadas, alguns anestésicos locais como lidocaina, bupivacaina e, mais
recentemente, levobupivacaina e ropivacaina, tém sido introduzidos na terapia da dor aguda e
crénica na tentativa de melhorar a a¢do dos farmacos ja utilizados [2].

A clonidina, agonista dos receptores a,-adrenérgico, tem sido bastante utilizada como
farmaco adjuvante, em anestesias gerais, uma vez que produz seda¢do e reduz a ansiedade sem
associacdo a depressdo respiratoria. Seu uso também tem ganhado destaque como medicagdo
analgésica em procedimentos pds-operatorio para controle de processos dolorosos [3, 4, 5]. No
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entanto, a duracdo de sua acdo € relativamente curta, quando comparada com a potencial
duracéo da dor. Sugerindo varias aplicacdes para manutencdo dos niveis plasmaticos. Prolongar
o efeito de farmacos através de carreadores tem sido extensivamente descrito pela literatura [6].
E no caso de farmacos com acdo anestésica e analgésica carreadores de farmacos tém sido
bastante sugeridos, devido sua biodegradabilidade, atoxicidade de seus componentes, e a
capacidade de encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos em um variado percentual [7].

O objetivo deste trabalho foi obter formulacdes lipossomais e caracteriza-las em relagdo ao
percentual de encapsulagéo e perfil de liberagdo in vitro em membrana hidrofilica.

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Fosfatidilcolina de soja (Phospholipon ® 90G — Natterman Phospholipon Gmbh, Colonne,
Germany), colesterol (Sigma — USA), clonidina solucdo injetavel Cristalia ® 150ug/mL,
membrana de dialise — acetato de celulose 33mm — Interlab e membrana de policarbonato —
Nucleopore Costar 20mm com poro de 0,22um. Os demais reagentes foram todos grau analitico
— Merck.

Preparacdo da formulagdo

A formulagdo lipossomal contendo clonidina, 150ug/mL, foi preparada pela técnica de
hidratagdo do filme lipidico com formacéo espontanea de lipossomas do tipo MLV. A fase
lipidica (Phospholipon 90G -196mg e colesterol — 40mg) foi dissolvida em cloroférmio, esse foi
evaporado em rota evaporador para formacdo do filme lipidico. Tragos do solvente foram
retirados em dessecador a vacuo ap6s um periodo de permanéncia de 24 horas [8]. O filme
lipidico foi hidratado com a solucéo de clonidina obtendo a relagdo de 150ug do farmaco por
mL de formulagdo. A formulagdo foi submetida a extrusdo em membrana de policarbonato
0,22um, manualmente utilizando uma seringa com trés ciclos de extrusGes consecutivos [9, 10].

Figura 1: Diagrama esquematico do modelo da célula de difusdo com suas respectivas medidas.
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Figura 2: Perfil de encapsulacéo da clonidina em lipossomas apds equilibrio de particionamento.

Caracterizagdo da formulacdo

O percentual de encapsulagdo foi determinado por ultracentrifigacdo (Beckman 28 — 55) da
amostra a 40.000 rpm obtendo uma fase precipitada e uma fase sobrenadante. A clonidina ndo
encapsulada foi avaliada na amostra do sobrenadante em espectrofotémetro UV/VIS Fento —
800X1 no comprimento de onda de 224nma partir da equacdo 1 [11]:

P= (Ql _QZ)X 100 (1)
Q
P representa o percentual de encapsulagdo, Q; representa a quantidade total de clonidina e Q;
representa a quantidade de clonidina no sobrenadante.

Os valores das concentragfes foram obtidos a partir de medidas indiretas dos valores de
absorbancia, avaliados a partir da curva analitica da clonidina. Esta foi obtida a partir da
diluicdo da solucdo mée da clonidina em tampao fosfato pH 7,4 para concentra¢es conhecidas.
A linearidade foi obtida na faixa de concentracdo de 10 - 80pg/mL (r = 0,9987).

A eficiéncia de encapsulacdo foi avaliada em um periodo de trinta horas para observar o
perfil de equilibrio de particionamento entre a clonidina e os lipossomas formados.

Experimento de liberagéo

A cinética de liberagdo da clonidina, foi determinada a partir do experimento de liberacéo,
em triplicata, utilizando membrana de acetato de celulose como modelo sintético de membrana
hidrofilica (12). O perfil de liberacdo da clonidina foi avaliado em solu¢do (150ug/mL) e a
partir da formulacdo lipossomal (150pg/mL) com amostras de 2mL respectivamente. Para a
realizacdo do ensaio foi utilizada célula de difusdo em acrilico (figura 1) com &rea de difusdo de
19,625cm? e capacidade para até 4g de formulagfo. A solugdo receptora (60mL) foi o tamp&o
fosfato pH 7,4 mantido em agitacdo magnética a 150 rpm, termostatizada a 37°C e circulando
em um fluxo de 10mL/min. por intermédio de uma bomba peristaltica, mantendo as condi¢des
Sink para o experimento. As amostras foram coletadas em periodo de tempo determinados: de
15 minutos a 480 minutos. Foram coletados 3mL da fase receptora a cada tempo, com 0 mesmo
volume sendo reposto em tampéo fosfato pH 7,4.
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Figura 3: Perfil de liberacéo da solugéo de clonidina.

3. ANALISE DOS RESULTADOS

179

A determinacgdo das quantidades acumuladas liberadas no tempo foi realizada a partir da

equacdo 2 [13]:

n-1
Qreal it = Qmedida,t + Zva 'Ca

i=1

O]

Q representa quantidade liberada acumulada, Q real, + representa o valor real medido no tempo, V,
representa o volume da amostra removido e C , representa a concentragdo da amostra removida.
Os perfis de liberacdo da clonidina, apos o uso de uma dose de 300pg, foram avaliados a

partir do plot das quantidades liberadas acumuladas versos o tempo. A significancia dos
resultados foi avaliada pelo teste-T.
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Figura 4: : Perfil de liberagdo da clonidina na formulagéo lipossomal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As formulac6es contendo lipossomas séo bastante utilizadas como sistemas que modificam a
liberacdo de farmacos, uma vez que os lipossomas atuam como microreservatorios, que
modulam a saida do farmaco que se encontra em seu contedo interno. Um dos parametros
utilizados para caracterizar estes microreservatorios, dentre outros, é a eficiéncia de
encapsulacéao [14, 15, 16, 17]. Neste trabalho, foi descrita a habilidade de carreacdo da clonidina
a partir de uma formulacéo lipossomal, obtida pela técnica de hidratagdo do filme lipidico com
formacdo espontanea de lipossomas MLV. A eficiéncia de encapsulagdo da clonidina nos
lipossomas formados foi de 40% conforme estd representado na figura 2, considerando o
equilibrio de particionamento entre a clonidina e os lipossomas formados. Durante o periodo de
60 dias a formulacdo foi avaliada apresentando estabilidade no perfil de encapsulacdo da
clonidina.

A formulagdo obtida apresentou modificacdo no perfil de liberacdo da clonidina, quando
comparada a solugdo de clonidina, avaliada in vitro através de membrana sintética de acetato de
celulose (figura 3 e 4), descrevendo um perfil de liberagdo modificada. A quantidade de
clonidina liberada em 8 horas a partir da formulacéo lipossomal foi de 20,14% comparada a
quantidade cumulativa de clonidina liberada em 8 horas a partir da solucéo de clonidina que foi
de 37,8%. A difusdo da clonidina em solugdo através da membrana de acetato de celulose
ocorreu em um maior percentual quando comparada a formulagéo lipossomal uma vez que nédo
houve interferéncia de possiveis interagdes com o veiculo, o que ocorre com a clonidina
presente na formulacdo avaliada. Essa interacdo farmaco-componente lipidico da formulagéo,
justifica o perfil de liberagcdo encontrado. A natureza hidrofilica da membrana utilizada néo
interferiu no processo de liberagdo considerando o particionamento do farmaco entre a
formulacéo e a membrana, o que justificou a saturacéo observada no perfil de liberagao.

5. CONCLUSAO

A formulacdo lipossomal apresentou um perfil de liberagdo modificada para a clonidina
guando comparada com a clonidina em solugdo caracterizando um sistema do tipo reservatorio.
A utilizagdo de uma membrana semipermeavel hidrofilica foi significativa no sentido de nédo
promover interferéncias na liberacdo da clonidina sugerindo que o passo limitante do processo
de liberagdo é a particdo da clonidina com a estrutura lipidica da formula¢do. A formulagéo
apresentou uma boa estabilidade e neste sentido apresenta-se como uma alternativa promissora
como modelo de sistema de liberacdo para a clonidina.
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