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RESUMO

A nanotecnologia tem se destacado na area farmacéutica como alternativa
para entrega de farmacos no local alvo, e engloba diversas categorias de
carreadores de farmacos como os sistemas lipidicos coloidais e os sistemas
poliméricos. Dentre estes, os lipossomos se destacam por suas caracteristicas
biocompativeis, biodegradaveis, baixa toxicidade e alta versatilidade. Ja
existem muitos medicamentos lipossomais comercializados, a maioria de uso
injetavel. Do ponto de vista regulatério foram publicados alguns documentos
pela FDA e EMA mas ainda nao foi realizada uma analise sistematica dos
fatores que influenciam a eficacia, toxicidade e estabilidade de produtos
lipossomais injetaveis a fim de se identificar os itens relevantes do ponto de
vista regulatério, principalmente no que se refere ao seu controle de qualidade
e estabilidade. O objetivo deste trabalho foi realizar essa analise com uso de
diagramas de causa e efeito (Ishikawa) a fim de proporcionar conhecimento
para a atuacgao regulatéria e embasar o desenvolvimento de regulamentagdes
ou guias contendo requisitos especificos para produtos lipossomais injetaveis,
principalmente no que se refere ao seu controle da qualidade e estabilidade.
Foi possivel identificar: a necessidade de revisdo do conceito vigente de
excipiente; os paradoxos inerentes aos medicamentos lipossomais injetaveis;
os atributos de qualidade criticos para a eficacia, seguranca e estabilidade
dessa categoria de produtos, bem como alguns dos testes a serem
considerados na sua caracterizacdo, controle de qualidade e estabilidade.
Também foram identificados alguns aspectos importantes dos principais
meétodos analiticos utilizados na determinagcdo de tamanho de particula e carga
elétrica superficial dos lipossomos. Por fim foi possivel fazer analises pontuais
relacionadas as Boas Praticas de Fabricacdo de medicamentos lipossomais
injetaveis. O processo de regulagdo envolve a tomada de decisdes que
requerem conhecimento. Este trabalho, em conjunto com a regulamentacao

vigente, é util para a regulagao dos produtos lipossomais injetaveis.

Palavras-chave: lipossomos, regulagao, eficacia, toxicidade, estabilidade,

caracterizagao, meétodos analiticos.



ABSTRACT

Nanotechnology is growing in pharmaceutical field as an alternative for drug
delivery to the target site, and includes various categories of drug carriers such
as colloidal lipid systems and polimeric systems. Among these, liposomes
stands out by their biocompatible and biodegradable characteristics, low toxicity
and high versatility. There are many marketed liposomal drug products, most of
them injectables. From a regulatory perspective, some documents were
published by the FDA and EMA, but not yet carried out a systematic analysis of
the factors influencing efficacy, toxicity and stability of injectable liposomal drug
products in order to identify regulatory relevant items, mainly with regard to its
quality control and stability. The aim of this study was to perform this evaluation
using cause and effect diagrams (Ishikawa) to provide knowledge for regulatory
action and to support the development of regulations or guidelines containing
specific requirements for injectable liposomal drug products, especially with
regard to their quality control and stability. It was possible to identify: the need
for reviewing the current concept of excipient; the paradoxes inherent to
injectable liposomal drug products; the critical quality attributes to the efficacy,
safety and stability of this products, and some of the tests to be considered in its
characterization, quality control and stability. It was also identified some
important aspects of the main analytical methods used for particle size and
electric surface charge determination. Finally it was possible to analyze some
specific topics related to Good Manufacturing Practices of injectable liposomal
drug products. The regulatory process involves making decisions that require
knowledge. This work, together with the current legislation, it is useful for the

regulation of injectable liposomal drug products.

Keywords: liposomes, regulation, efficacy, toxicity, stability, characterization,

analytical methods.
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1. INTRODUGAO

1.1 A nanotecnologia na area farmacéutica

Avancos recentes nas ciéncias quimicas tém resultado no desenvolvimento e
sintese de centenas de novas drogas com atividade potencial contra um vasto numero de
alvos terapéuticos in vitro No entanto, muitas dessas drogas ndo conseguem atingir o seu
potencial na clinica, por causa de toxicidade ou de baixa biodisponibilidade ou solubilidade.
Por exemplo, apesar de haver inumeros agentes antitumorais que sao altamente téxicos
para células tumorais in vitro, a falta de seletividade desse efeito in vivo prejudica seu uso
na clinica por apresentarem os efeitos tdxicos também em células normais. Muitos
farmacos sao rapidamente degradados ou eliminados do organismo. Além disso, muitas
moléculas sintetizadas tém solubilidade limitada, o que dificulta sua formulacdo como
medicamento além de prejudicarem sua biodisponibilidade, frequentemente abaixo do limiar
terapéutico (BORMAN, 1998). Assim, para utilizar o potencial desses agentes terapéuticos,
€ vital que sejam concebidas técnicas para aumentar sua biodisponibilidade, bem como
para otimizar seu potencial terapéutico e minimizar os efeitos indesejados. Dessa forma, ha
necessidade de sistemas de entrega de farmacos que nao apenas atuem como auxiliares
na formulagédo, mas que alterem a biodistribuicdo de drogas de forma que sua maior fragao
atinja o tecido alvo (FERRARI, 2005; DE JONG; BORM, 2008).

A nanotecnologia possui grande potencial para trazer beneficios a varias aplicagdes
industriais e tecnoldgicas. Essas aplicacbes sao baseadas em materiais novos ou
convencionais, intencionalmente desenvolvidos para serem nanoestruturados, denominados
nanomateriais. Esse termo é frequentemente utilizado para materiais com dimensées entre
1nm e 100nm. No entanto, esse limite superior de 100nm n&o engloba todos os materiais
com propriedades nanométricas genuinas. Muitos podem apresentar tamanhos de particula
bem maiores que 100nm, tal como alguns tipos de lipossomos. Portanto, principalmente
para fins regulatérios, o intervalo de tamanho de particula a ser considerado deve ser mais
abrangente (LOVESTAM, G. et al, 2010).

A nanotecnologia tem atraido investimentos crescentes do setor publico e privado em
diversas partes do mundo (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007). Com base no
crescimento global do mercado em 2011, uma organizagédo de pesquisa de mercado previu
que globalmente, as vendas de nanomedicamentos aumentaria de US$ 50,1 bilhdes em
2011 para US$ 96,9 bilhdes em 2016, com uma taxa de crescimento anual de 14,1%, Hoje
mais de 60 paises possuem iniciativas nacionais ligadas ao estudo das nanociéncias e

nanotecnologia (Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial — ABDI, 2010).
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A nanotecnologia tem um valor inestimavel para aplicagdes médicas e industriais,
mas também tem trazido novos desafios do ponto de vista regulatério e quanto a segurancga
do seu uso (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007).

Um dos aspectos mais relevantes dessa tecnologia € que na escala nanométrica
muitas propriedades fundamentais como as quimicas, fisicas, biolégicas e mecanicas dos
materiais mudam radicalmente (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2014).
Essas novas propriedades implicam também em novas interagbes com as entidades
biolégicas, resultando nos efeitos desejados e pretendidos com o uso dessa tecnologia mas
também em efeitos indesejados ou néo pretendidos (CARUTHERS; WICKLINE; LANZA,
2007).

A nanometrologia, que é a ciéncia que estuda as medicdes realizadas na escala
nanométrica, é vital para caracterizar os nanomateriais quanto ao tamanho, forma e
propriedades fisicas e quimicas. Sdo necessarios testes rigorosos e eficientes, com alto
grau de precisao e confiabilidade para avaliar os sistemas nanoparticulados, especialmente
os utilizados como carreadores de farmaco. A avaliagao dos riscos envolvidos na utilizagao
desses materiais, depende em grande parte do uso de métodos com aplicagcao e
sensibilidade apropriadas (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007).

Em geral, o grande desafio da nanotecnologia, e em particular dos
nanomedicamentos, € entender quais caracteristicas nanoespecificas interagem com qual
sistema ou funcao biolégica a fim de otimizar o potencial terapéutico e minimizar os efeitos
indesejados (HOET et al., 2009).

Na area farmacéutica a nanotecnologia tem sido muito utilizada como ferramenta
para manipular a farmacocinética de principios ativos através do desenvolvimento de
nanossistemas de entrega de farmacos. A vantagem da nanotecnologia € que os
nanoterapicos podem apresentar uma taxa de absor¢cao aumentada por via oral ou topica,
ser direcionados para o tecido ou célula alvo e/ou serem liberados no compartimento celular
especifico como o citoplasma ou nucleo. Exemplos desses sistemas de entrega de
farmacos séo os sistemas lipidicos coloidais (lipossomos, hanoemulsées, nanosuspensoes,
micelas mistas e nanoparticulas lipidicas sdlidas), sistemas nanoparticulados poliméricos
(baseados no uso de hidrogéis, dendrimeros, carbonato de calcio, protamina, quitosana,
membrana de nanoporos de silicone, polissacarideos), nanoesferas (de ouro, prata, silica,
poliestireno, melamina, alumina), nanocristais e nanotubos de carbono (THASSU;
DELEERS; PATHAK, 2007).
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1.2 Um foco nos medicamentos lipossomais injetaveis

Como se vé, a aplicagdo da nanotecnologia na area farmacéutica envolve o uso de

varios sistemas nanoparticulados, e cada um deles possui especificidades que demandam
um tratamento individual para fins de analise de riscos.
E importante ressaltar que os produtos baseados em nanotecnologia estdo sendo
comercializados em todo o mundo, mesmo antes de se ter legislagdes especificas para
sistemas contendo nanoestruturas (Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial —
ABDI, 2010).

Diferentes estratégias nanotecnoldgicas tém sido testadas e estudadas na area
farmacéutica, mas dentre os diferentes tipos de carreadores de farmacos, os lipossomos
tem recebido maior atencdo. Por mais de trés décadas os lipossomos tem sido
reconhecidos como os carreadores de farmacos de escolha para inUmeras aplicagdes
praticas principalmente por apresentar biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e alta versatilidade na sua composicdo, morfologia e caracteristicas
fisicoquimicas (LASIC ; PAPAHADJOPOULOS, 1998).

Ja existem muitos medicamentos lipossomais comercializados mundialmente, a
maioria deles de uso injetavel, como veremos no item 1.3.8. Ha também varios produtos em
fase de testes clinicos (CLINICALTRIALS.GOV, 2015a, 2015b, 2015c) e as pesquisas em
torno dos medicamentos lipossomais sdo crescentes com inumeros trabalhos publicados.
Do ponto de vista regulatério, foram publicados pela U. S. Food and Drug Administration
(U.S. FDA) alguns guias ainda em rascunho contendo tanto recomendacgdes gerais de
producdo e controle de qualidade de produtos lipossomais (U.S. FDA, 2002) quanto
recomendacdes produto-especificas para medicamentos candidatos a genéricos (U.S. FDA,
2014b, 2014c, 2014d, 2014e). A European Medicines Agency (EMA) publicou um
documento de reflexdo com objetivo de embasar a concessao de registro de produtos
lipossomais intravenosos desenvolvidos com referéncia a um produto inovador (EMA,
2013). No entanto, ainda nado foi realizada uma analise sistematica dos fatores que
influenciam a eficacia, toxicidade e estabilidade de produtos lipossomais injetaveis a fim de
se identificar os itens relevantes do ponto de vista regulatorio, principalmente no que se

refere a sua caracterizagdo, controle de qualidade e estabilidade.
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1.3 Lipossomos

1.3.1 Caracteristicas

Os lipossomos s&o particulas coloidais compostas de moléculas lipidicas anfifilicas,
que formam espontaneamente vesiculas que encapsulam parte da fase aquosa em que
estdo dispersos. As moléculas lipidicas se arranjam em uma ou mais camadas,
denominadas lamelas, expondo seus grupos “cabega” polar para a fase aquosa. Os grupos
da “cauda” hidrofébica se agrupam na bicamada (LASIC; PAPAHADJOPOULOS, 1998).

A figura 1 traz a representagdo esquematica de um lipossomo. Sua estrutura é
similar a da membrana das células, e por isso também pode ser usado como modelo
lipidico de membrana para estudar as interagcdes entre os lipides da membrana e
biomoléculas (como DNA e proteinas), permeabilidade de ions e farmacos (BANGHAM,;
STANDISH; WATKINS, 1965; ANGELOVA; TSONEVA, 1999). Por serem estruturas muito
versateis, os lipossomos sao utilizados tanto na pesquisa basica quanto para fins
terapéuticos e aplicagdes analiticas, como a imobilizacdo de lipossomos em colunas de
cromatografia liquida ou a conjugacao de antigenos ou anticorpos a lipossomos para a
realizacao de imunoensaios (JESORKA, 2008).

Componente de revestimento da superficie

Componente de -
direcionamento \\

Lipossomo estabilizado
estericamente

Lipossomo

Membrana .
: convencional

lipidica

Compartimento
interno aquoso

Farmaco

Figura 1 — Representagao esquematica de um lipossomo. Fonte: DRUMMOND et al, 1999.
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1.3.2 Classificaca

Com base em sua lamelaridade e tamanho, os lipossomos sdo classificados em
vesiculas multilamelares (MLVs), vesiculas unilamelares grandes (LUVs), vesiculas
oligolamelares (OLVs), vesiculas unilamelares pequenas (SUVs), vesiculas unilamelares
gigantes (GUVs) e vesiculas multivesiculares (MVV). (LASIC; PAPAHADJOPOULOS, 1998;
WU; ZHAO; LEE, 2007). Em termos de sua composi¢do e mecanismo de entrega de
farmacos, os lipossomos podem ser classificados em cinco tipos: lipossomos
convencionais, estimulo-sensiveis, catidnicos, imunolipossomos ou com direcionamento
ativo e de circulagéo prolongada.

Além destes, também existemm nanovesiculas conhecidas como virossomos e
arqueossomos (SCHWENDENER, 2014). Os primeiros contém componentes de
membranas virais como proteinas e lipides de forma que a superficie lipossomal se
assemelha a de um virus. Dessa forma, sdo muito utilizados como vacinas ou adjuvantes
e, considerando a possibilidade de manter as propriedades fusogénicas do virus em
questdo, também podem ser usados para entrega de material genético ou outras
moléculas no interior da célula (BHATTACHARYA; MAZUMDER, 2011; MOSER et al.,
2013). Os arqueossomos contém glicerolipides provenientes da membrana de
microorganismos do reino Arquea, semelhantes as bactérias, mas ainda é bastante

incipiente seu uso como carredores de farmacos (NAPOTNIK et al, 2013).

1.3.3 Li m m Ir r farm

Desde a década de 1970 tem havido um interesse crescente no uso de lipossomos
como sistemas de entrega de farmacos e macromoléculas, sendo que estes tém sido
extensivamente investigados para o direcionamento, liberagdo controlada e aumento da
solubilidade de farmacos (YADAV et al., 2011).

Farmacos hidrofilicos podem ser encapsulados no compartimento interno aquoso
das vesiculas ou conjugados na sua superficie, enquanto compostos hidrofébicos podem
ser incorporados na bicamada (SHARMA, A.; SHARMA, U. S, 1997). Os lipossomos
podem encapsular ou ligar diferentes classes de substancias, dentre elas farmacos
convencionais como antibacterianos, antivirais, antitumorais, horménios e enzimas;
moléculas imunoestimulatérias e farmacos genéticos como &acido desoxirribonucléico
(DNA) plasmidial (JULIANO; STAMP, 1979; FENSKE; CULLIS, 2008).

As principais razdes para encapsular um farmaco em lipossomos séo (PRESANT et

al.,1993):
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- O farmaco livre é altamente toxico e a encapsulacao reduz os efeitos adversos aos
tecidos normais;
- O farmaco livre é pouco soluvel ou insoluvel impedindo dissolugdo imediata e por isso
nao apresenta efeitos farmacolégicos, uma vez que a biodisponibilidade fica
comprometida;
- Os lipossomos liberam lentamente o farmaco resultando em um efeito farmacologico
analogo a uma infusao continua;
- Os lipossomos aumentam a permeacao ou penetragao cutinea do farmaco;
- Os lipossomos direcionam o farmaco encapsulado para um tecido alvo.
- Os sistemas lipossomais permitem a protegdo do farmaco contra degradagdo quimica e
biolégica relacionada a via de administragdo do medicamento (PRESANT et al., 1993).

Como se vé, um dos principais objetivos do uso de lipossomos como carreadores de
farmacos é atingir uma maior concentracao do farmaco no tecido alvo, tal como um tumor
ou sitio de inflamacéo e evitar sua distribuicdo para células e tecidos normais.

O interesse no uso de lipossomos também se deve a possibilidade de manipular sua
superficie, tanto através da escolha de diferentes lipides que podem ser usados em sua
composicao, quanto através de modificacbes quimicas, pela incorporacdo de moléculas
que afetam a interacao dos lipossomos com potenciais locais alvo e com as demais células
e proteinas plasmaticas, como o polietilenoglicol (PEG) (JONES, 1995).

Ao longo dos anos as potencialidades dos lipossomos vem sendo bastante
exploradas em pesquisas na area farmacéutica, tornando a estrutura das vesiculas cada
vez mais complexa e multifuncional. A figura 2 traz uma representacdo esquematica da

evolucao dos lipossomos.
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Figura 2 — Evolugéo dos lipossomos. A — lipossomos convencionais incorporando farmaco

hidrofilico no compartimento aquoso (a) e farmaco lipossoluvel na bicamada lipidica (b). B —
Imunolipossomo com anticorpo covalentemente acoplado aos fosfolipides da membrana (c) ou
ancorados hidrofobicamente a membrana (d). C — lipossomos de circulagéo prolongada ou furtivos
(stealth) revestidos com polimero como o PEG (e) que protegem a superficie lipossomal de
interacbes com as opsoninas (f). D — Imunolipossomo de circulagdo prolongada carregando
simultaneamente um polimero protetor e um anticorpo (g, h). E — lipossomos de nova geragao cuja
superficie pode ser modificada de varias formas. Além das ja mencionadas, (i, j, pode ser
incorporado marcador diagnostico (k), lipides carregados positivamente (I), permitindo complexacao
com moléculas tais como o DNA (m), lipides (n) ou polimeros (0) sensiveis a estimulos, peptideos
penetrantes nas células (p), componentes virais (q), particulas magnéticas (r) e particulas coloidais

de ouro ou prata por exemplo (s). Fonte: TORCHILIN, 2005.

1.3.4 Composica

Os lipossomos sdo compostos de lipides naturais isolados de fontes animais ou
vegetais, ou sintéticos. A bicamada lipidica pode conter outros componentes como
colesterol e lipides conjugados com polimeros hidrofilicos como o PEG (figura 3). A
permeabilidade da bicamada é regulada pela sua transicao de fase (fase gel para liquido-
cristalina) que ocorre em determinada temperatura (Tm). Abaixo da Tm a bicamada existe
na fase gel, com permeabilidade reduzida e os lipides altamente empacotados conferindo
maior estabilidade. Acima da Tm a bicamada encontra-se na fase liquido-cristalina, mais
fluida e dindmica. Os lipides com cadeia acila longa e saturada sdo os mais comumente

usados devido a sua alta temperatura de transicdo de fase (NEW, 1995).
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Figura 3 — Composicao tipica dos lipossomos. Fonte: TORCHILIN, 2005.

A fosfatidilcolina (ou seus derivados) é o principal excipiente lipidico de varios
produtos lipossomais disponiveis comercialmente devido a sua caracteristica ndo toxica,
biodegradavel, neutralidade de carga, inércia quimica e similaridade com os fosfolipides
das membranas bioldgicas (figura 3). Dentre os 14 medicamentos lipossomais injetaveis
comercializados atualmente nos mercados brasileiro, europeu e norte-americano, 13
utilizam algum componente derivado da fosfatidilcolina (quadro 1). A fosfatidilcolina,
também conhecida como lecitina, pode ser obtida de fontes sintéticas ou naturais (gema de
ovo e graos de soja) (GARIDEL; LASCH, 2007).0 uso de fosfatidilcolina de soja
hidrogenada (HSPC) ou fosfatidilcolina sintética de longa cadeia acila saturada (como
disteroilfosfatidilcolina - DSPC) e a presenca de uma quantidade apropriada de colesterol
na membrana lipossomal proporcionam um melhor empacotamento da bicamada,
minimizando defeitos de organizacdo e a descontinuidade da membrana (BARENHOLZ,
2001).

O colesterol tem um papel reconhecidamente benéfico na formulagao lipossomal e
esta presente na maioria dos medicamentos lipossomais comercializados. Conforme consta
no quadro 1, quase 60% dos medicamentos atualmente comercializados nos mercados
brasileiro, europeu e norte-americano possui colesterol na formulagdo. Em concentragoes
adequadas (acima de 30%), aumenta a estabilidade e reduz a permeabilidade da bicamada
em temperaturas acima da Tm (GREGORIADIS; DAVIS,1979; LIAN; HO, 2001).

Um efeito similar do colesterol pode ser observado também com outros fosfolipides
como 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (DOPC) e  esfingomielina  (SENIOR;
GREGORIADIS, 1982). Essa inclusao do colesterol na bicamada lipossomal resulta em um

aumento do empacotamento das moléculas de fosfolipides, provavelmente como resultado
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da acomodacao do colesterol nas cavidades moleculares formadas pelos mondmeros dos
lipides contidos nas vesiculas,aumentando as interagdes de Van der Waals entre moléculas
de lipides adjacentes (KIRBY; CLARKE; GREGORIADIS, 1980; BARENHOLZ, 2001).Essa
acao de preenchimento combinada com a habilidade do colesterol em complexar com os
fosfolipides reduz a permeabilidade da bicamada a pequenas moléculas hidrofilicase
contribui com uma maior estabilidade da membrana lipossomal frente a peroxidacao,
hidrélise e agao de lipoproteinas plasmaticas (PAPAHADJOPOULOS et al., 1973).
Conforme se pode verificar no quadro 1, dos 14 medicamentos comercializados,
quase a metade trata-se de lipossomos convencionais. Os demais possuem alguma
funcionalidade sendo que dentre esses, 37,5% tratam-se de lipossomos Stealth. Também
nota-se que a tecnologia de producgéo por gradiente de pH é expressiva, estando presente
em quase 30% das formulagdes comercializadas. Quanto aos produtos ainda em fase de
testes clinicos, além dos lipossomos Stealth observa-se o surgimento de formulacées com

novas funcionalidades como lipossomos termosensiveis e com direcionamento ativo.
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1.3.5 Pr a

Em geral, os processos para obtencao dos lipossomos podem ser divididos em 4
etapas: dissolugdo do material lipidico em solvente organico apropriado; remogéo do
solvente organico geralmente com formacéo de filme ou po lipidico; hidratacdo da fase
lipidica com a formacdo das vesiculas; reducdo e calibracdo do tamanho das vesiculas
(WU; ZHAO; LEE, 2007).

Em escala industrial, os métodos mais usados para redugdo do tamanho das
vesiculas sao extrusdo com filtros de grande area superficial e homogeneizagao em alta
pressdo. Para purificacdo, ou separacdo do material encapsulado do ndo encapsulado,
em escala industrial utiliza-se mais comumente diafiltracdo tangencial (WAGNER;
VORAUER-UHL, 2011).

Os métodos para encapsulamento do farmaco variam conforme suas propriedades.
Para polieletrolitos como o DNA, o encapsulamento pode ser alcangado pela complexagao
eletrostatica com lipossomos catibnicos, dando origem aos chamados lipoplexos
(BARALDO et al.,, 2002). Drogas lipofilicas podem ser co-dissolvidas com os lipides
durante a preparacao dos lipossomos. Drogas hidrofilicas podem ser dissolvidas no meio
aquoso e passivamente encapsuladas durante a formacdo dos lipossomos ou
incorporadas através de procedimento de encapsulamento remoto direcionado por
gradiente eletroquimico transmembrana. Essa técnica de encapsulamento remoto envolve
a exposicdao das moléculas do farmaco (bases ou acidos fracos) a lipossomos pré-
formados que possuem um gradiente transmembrana de pH, responsavel pelo
encapsulamento “ativo” do farmaco. A redistribuicdo da droga entre os compartimentos
intralipossomal e extralipossomal ocorre de tal forma que moléculas n&do carregadas se
difundem para dentro da vesicula tornando-se carregadas e assim acumulando no seu
interior devido a baixa permeabilidade (CULLIS et al., 1997).

Alterando-se a composicao ou método de preparo, as propriedades intrinsecas dos
lipossomos (morfologia, estrutura e funcionalidade) sdo modificadas podendo levar a
diferentes comportamentos in vitro e in vivo.

As caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomos governam o desempenho da
formulacdo e a forma como o medicamento sera biodistribuido, determinando sua
interacdo com componentes celulares e outros tecidos apds administracdo sistémica. A
natureza e extensao dessas interagdes por sua vez, determinam a forma de entrega dos
farmacos (SHARMA, A.; SHARMA, U. S, 1997).
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1.3. ntrol li Atri li

A qualidade de um medicamento € definida como sua adequabilidade para o uso
pretendido, o que envolve atributos como identidade, teor (ou poténcia) e pureza
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE-
ICH, 1999).

O controle de qualidade de dispersoes lipossomais é complicado devido a natureza
supramolecular do sistema a ser analisado. Além disso, muitos testes requerem
dissolucéo, solubilizagdo ou extracdo dos componentes lipossomais de forma a permitir a
analise e quantificagdo de cada componente (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).
Até o momento, apesar das particularidades dos produtos lipossomais, ndo existem testes
farmacopeicos especificos para avaliar a qualidade dessa classe de produtos.

O desempenho farmacoldgico de uma formulacao lipossomal depende criticamente
das suas caracteristicas fisico-quimicas. Pequenas mudancas em alguma dessas
caracteristicas pode ter um enorme impacto no comportamento in vivo do produto. Assim,
a caracterizagao fisico-quimica da formulacéo lipossomal é de extrema importancia. A
construcao da qualidade de um produto inclui o controle de qualidade das matérias-primas
a serem usadas na producao, controles em processo a fim de detectar as variagdes lote a
lote ou algum problema que possa afetar a qualidade do produto e o controle de qualidade
do produto final (GRIT; CROMMELIN, 1993a).

Como nao existem metodologias farmacopeicas para controlar a qualidade dos
produtos lipossomais, é necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que deve ser
feito em paralelo ao desenvolvimento desses sistemas de liberagdo. Os métodos
analiticos devem abordar os seguintes aspectos: a especificidade dos lipossomos ao alvo
de interesse; a liberacao do farmaco das vesiculas lipossomais; a quantificacdo tanto do
farmaco livre quanto do farmaco encapsulado; a caracterizacao eficiente dos lipossomos
incluindo tamanho, lamelaridade e uniformidade (GOMEZ-HENS; FERNANDEZ-
ROMERO, 2006).

Os produtos lipossomais, assim como os demais medicamentos que estdo no
mercado, devem possuir atributos de qualidade especificos para que seu desempenho
como agente terapéutico seja satisfatorio. A definicao dos atributos de qualidade do produto
que impactam sua qualidade, eficacia e seguranga, € um ponto crucial para identificar
parametros de processo criticos e estratégias de controle que deverao ser implementadas
pelo fabricante a fim de garantir a qualidade do produto final. A concepgdo de um
medicamento passa primeiro pela definicdo das caracteristicas necessarias para que o

efeito terapéutico seja alcangado. Tais caracteristicas, ou atributos de qualidade, estao
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diretamente ou indiretamente relacionados aos efeitos terapéuticos ou adversos exercidos
pelo medicamento (ICH, 2009).

Esses atributos, definidos como atributos criticos de qualidade, se referem a
propriedades ou caracteristicas que devem estar dentro de um limite apropriado ou de um
intervalo para garantir a qualidade desejada para o produto. Os atributos de qualidade
criticos geralmente estdo associados com o farmaco, excipientes, materiais intermediarios
do processo e o produto final (ICH, 2009). A estabilidade dos lipossomos também & um
atributo critico de qualidade dessa classe de produtos (XU; BURGESS; KHAN, 2012a). A
lista de atributos criticos de qualidade potenciais pode ser modificada conforme a escolha
da formulacdo e do processo de producdo do medicamento lipossomal, assim como a
medida que o conhecimento sobre o produto e o processo aumentam (ICH, 2009). A
definicao e avaliacdo desses atributos € um desafio tanto para o fabricante quanto para as
autoridades regulatérias.

E preciso que toda a cadeia produtiva, desde a aquisicdo dos materiais e matérias-
primas a serem utilizados, as etapas produtivas, os controles tanto de parametros
operacionais como do produto durante o processo, sejam estabelecidos e monitorados de
tal forma a garantir que as especificacdes estabelecidas para os atributos de qualidade do
produto sejam alcancadas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - Anvisa,
2010). Ou seja, de forma sintética pode-se dizer que os atributos de qualidade de um
produto estdo envolvidos no inicio e no fim desse processo e devem ser mantidos dentro
das especificagdes durante toda a vida util do medicamento.

Essa breve andlise nos permite concluir que a identificagdo dos atributos de
qualidade de um produto é crucial tanto para a definicdo de estratégias de controle quanto
para conduzir e balizar o processo produtivo. Para definir ou avaliar a adequagédo de um
processo de fabricacdo de medicamentos, é preciso conhecer previamente o0s
fundamentos desse processo. Para a empresa fabricante esse conhecimento é vital para
estabelecer parametros operacionais, especificacbes, formas de monitoramento, bem
como identificar limitagcbes do processo. Para as autoridades regulatorias, esse
conhecimento € a base para a avaliagdo do registro sanitario ou inspegao para verificar o

cumprimento das Boas Praticas de Fabricacao (U.S. FDA, 2004a).

1.3.7 Desafios tecnolégicos

Um dos desafios no desenvolvimento de medicamentos lipossomais € a obtencao
de lipossomos que sejam estaveis na formulagdo e na circulagdo sanguinea mas que
sejam capazes de se desestabilizar e liberar o farmaco especificamente no local de acao
(DRUMMOND et al., 1999).
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Idealmente, a formulagéo lipossomal precisa ter: 1) uma razao droga: lipide alta a
fim de reduzir a carga lipidica desnecessaria ao paciente; 2) uma taxa de encapsulamento
relativamente alta para diminuir a quantidade de farmaco livre e o custo de produgéo; 3)
um periodo de vida util razoavelmente longo; 4) um processo de produgédo escalonavel.
Apesar das intensas pesquisas na area de produtos farmacéuticos lipossomais, ainda ha
um envolvimento relativamente baixo das industrias farmacéuticas com a produgcao dessa
classe de produtos, provavelmente por causa das dificuldades tecnoldgicas encontradas
nessa area (LASIC; PAPAHADJOPOULCQOS,1998). Alguns dos problemas encontrados na
producao dos lipossomos séo relacionados a estabilidade durante a armazenagem ou no
meio biologico, a reprodutibilidade lote a lote, ao processo de esterilizacdo, ao
escalonamento do processo e a baixa taxa de encapsulamento (SHARMA, A.; SHARMA,
U. S, 1997).

Como o foco da academia nas pesquisas € diferente da industria farmacéutica.
ainda ha problemas na implementacao de etapas produtivas que sejam reprodutiveis e que
possam ser escalonadas e realizadas sob as Boas Praticas de Fabricagcdo, assim como
ainda falta a padronizacdo de ensaios de controle de qualidade adequados para essa
classe de produtos (LASIC; PAPAHADJOPOULOS,1998).

138 M o f suti

No quadro 2 constam os produtos lipossomais injetaveis atualmente registrados no
mercado brasileiro, norte-americano e europeu, bem como alguns produtos em fase de
testes clinicos. Atualmente sdo comercializados quatorze medicamentos lipossomais
injetaveis, sendo que dentre estes quatro sdo registrados no Brasil, nove nos Estados
Unidos da América (EUA) e sete na Europa (via procedimento centralizado, onde o registro
do produto é valido em todos os Estados membro da Unido Européia, ou descentralizado,
onde o registro é valido em Estados membro especificos da Unido Européia). Um desses
medicamentos (Lipodox) nd&o possui registro sanitario mas sua comercializagéo foi
autorizada nos EUA por problemas de fornecimento do Doxil (vide observacdo no quadro
2). Considerando os medicamentos comercializados, em 11 deles os lipossomos
encontram-se em dispersdo aquosa e somente em 3 como pos liofilizados. A principal via
de administragao € a intravenosa, sendo que somente 4 medicamentos comercializados
nao sao administrados por essa via.

A primeira formulagao lipossomal, o Ambisome, foi introduzida no mercado em 1990.
No Brasil esse medicamento foi aprovado em 1997. Ambisome é um antifungico cujo
principio ativo é a Anfotericina B. As drogas antifingicas sdo usualmente mais tdxicas que

outros tipos de antibidticos porque o patégeno e as células humanas sao eucarioticas e tém



32

alta similaridade. Dessa forma, a anfotericina B pode causar efeitos adversos mais severos
aos pacientes que outras classes de antibidticos. Quando os lipossomos sao utilizados na
formulacao, a toxicidade da anfotericina B diminui, permitindo a administragcdo de doses
maiores e reducado do numero de doses e da duragdo do tratamento. Em alguns casos, a
anfotericina B lipossomal é indicada para pacientes nos quais terapias convencionais
falharam, naqueles que apresentaram intolerancia a formulagdo convencional ou em casos
de nefrotoxicidade pré-existente ou induzida pela anfotericina (MEHTA, 1997; LASIC;
PAPAHADJOPOULOS,1998; ADLER- MOORE; PROFFITT, 2002; LI, 2006).

O Doxil foi um dos primeiros produtos farmacéuticos lipossomais, aprovado pela
FDA em 1995, trata-se de uma formulagao de doxorrubicina encapsulada em lipossomos
com revestimento polimérico (PEG) capaz de aumentar o tempo de circulagdo dos
lipossomos na corrente sanguinea . A doxorrubicina € um agente antineoplasico com uso
clinico aprovado por mais de 30 anos. No entanto, seus efeitos colaterais incluem
cardiomiopatia, nausea, vOmito e supressdo da medula éssea limitam o numero de
pacientes que sao capazes de tolerar o tratamento. Dessa forma, a formulagéo lipossomal
de doxorrubicina é capaz de reduzir tais efeitos e assim melhorar o indice terapéutico do
farmaco (LASIC; PAPAHADJOPOULOS,1998). Os lipossomos peguilados, além de
diminuirem os efeitos adversos ao paciente, aumentam o tempo de circulagdo dos
lipossomos, o que resulta em aumento da sua eficacia (LI, 2006).

O Depocyt e Depopur utilizam uma tecnologia mais recente, de lipossomos
multivesiculares (MVLs). Os MVLs, diferentemente dos lipossomos multilamelares (MLVs),
contém bicamadas lipidicas nao concéntricas, sendo compostos de centenas de
compartimentos aquosos poliédricos separados por septos de bicamada lipidica que se
assemelham a arquitetura de bolhas de sabdo agregadas. O tamanho médio dessa
estrutura é de 10-20pm. A tecnologia de producdo de MVLs é patenteada e referida como
DepoFoam (ANGST; DROVER, 2006).

Atualmente estd em fase de estudo clinico (fase Ill) o produto Thermodox, cujo
principio ativo também €& a doxorrubicina. Neste caso os lipossomos sdo termosensiveis,
liberando o farmaco em tecidos onde a temperatura encontra-se elevada. Essa liberacao é
conseguida através de uma mudancga na estrutura dos lipossomos em temperaturas
corporais elevadas, passando da fase gel para liquido-cristalina. Essa mudanga torna os
lipossomos mais permeaveis, liberando o farmaco (CHANG; YEH, 2012).

A maioria dos medicamentos lipossomais registrados sdo aprovados para aplicagéo
intravenosa. Somente o Epaxal e Inflexal sdo para uso intramuscular e o DepoCyt e
DepoDur séo para injegao intratecal e epidural respectivamente. O uso oral tem sido
bastante pesquisado, mas essa via de administracdo ainda € bastante problematica devido

a acgao dos sais biliares, que desestabilizam os lipossomos (CHANG; YEH, 2012).
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1.3.9 A r latori

As agéncias reguladoras tém o dever de proteger e promover a saude da
populagcado, através de acbes capazes de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude.
Dessa forma, a comercializagcdo de medicamentos, cujo uso potencialmente pode oferecer
risco a saude, é objeto de intervencao regulatéria durante todo o ciclo de vida no mercado.
Antes que os medicamentos sejam postos a venda, as solicita¢cdes de registro de produto
pelas empresas fabricantes ou importadoras devem ser criteriosamente avaliadas pela
autoridade regulatéria, a fim de que o risco-beneficio seja determinado e a decisdo quanto a
autorizacdo para comercializagdo possa ser tomada. Uma vez deferido o pedido de
registro, a fabricagdo do medicamento passa a ser monitorada através de acgbes de
fiscalizacao in loco para verificagdo do cumprimento das Boas Praticas de Fabricacao, e o
desempenho desses medicamentos no mercado € acompanhado através do trabalho de
farmacovigilancia (BRASIL, 1999).

1.3.9.1 A regulagcdo de medicamentos no Brasil

O arcabouco legal para a regulagdo de medicamentos no Brasil é bastante extenso
e inclui requisitos para o seu registro sanitario, alteragdes pos-registro, Boas Praticas de
Fabricacao (BPF), armazenamento, distribuicdo, transporte e farmacovigilancia (Anvisa,
2009; Anvisa, 2010; Anvisa, 2014b).

Para fins de obtencdo do registro sanitario de um medicamento, dentre outros
documentos, o solicitante deve apresentar informagdes sobre: o insumo farmacéutico ativo
(como estrutura propriedades, processo de sintese, controle de qualidade, estabilidade), o
desenvolvimento da formulacdo, o produto terminado (como componentes da formulagéo,
suas funcdes e especificagdes, processo de fabricagdo), controle de qualidade das
matérias-primas e produto acabado, embalagem do produto eestudos de estabilidade
(Anvisa, 2014b).

No que se refere as BPF, dentre outros requisitos, o fabricante deve: produzir
medicamentos dentro dos padroes de qualidade exigidos; garantir os recursos necessarios
ao seu armazenamento e transporte adequados; identificar o que é necessario validar para
provar que o0s aspectos criticos de suas operagbes estdo sob controle; possuir
especificagbes para produtos terminados e matérias-primas e garantir o cumprimento
dessas especificacdes mediante ensaios laboratoriais antes de liberar o produto para
comercializacado; avaliar a estabilidade dos produtos terminados; ter um sistema de controle

de mudancas (Anvisa, 2010).
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1.3.9.2 Regulacao de medicamentos lipossomais

Existem muitos estudos ja realizados e em andamento com relacdo as formulagdes
lipossomais, tanto no sentido de explorar o vasto mundo dos sistemas lipidicos ao qual
pertencem os lipossomos, na busca de identificar suas potencialidades e vulnerabilidades,
quanto no sentido de melhorar formulagdes, processos e métodos existentes, solucionando
problemas que ainda sdo um entrave para sua consolidacdo no mercado farmacéutico.

No &mbito regulatorio vem ocorrendo um aumento crescente das discussdes sobre a
nanotecnologia de uma forma geral, e sobre os riscos que cada categoria de produtos
incluidos no mundo nano poderia oferecer.

Nas areas de cosméticos e de alimentos essa discussao parece ser maior, uma vez
que existem mais publicagbes de diretrizes nessas areas. Na area farmacéutica ndo ha
legislagdes com requisitos especificos para produtos nanotecnolédgicos publicados pelas
principais autoridades regulatérias: World Health Organization (WHO), FDA, EMA,
Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA), Health Canada (HC) e Therapeutic
Goods Administration (TGA). Com relacao aos produtos lipossomais, até o momento a
regulacao tem sido feita com o uso das legislacdes vigentes de cada pais/ regido utilizadas
para os demais produtos farmacéuticos, sendo adotadas recomendacgdes e guias produto-
especificos (ainda em rascunho) com abordagem de avaliagdo caso a caso particularmente
contendo recomendagbes para estudos de bioequivaléncia e equivaléncia farmacéutica
para candidatos a genérico de medicamentos lipossomais contendo anfotericina B,
doxorubicina, daunorubicina e verteporfina (U.S. FDA, 2014b, 2014c, 2014d, 2014e). Foram
publicados também dois documentos que contém recomendagdes importantes a serem
consideradas pelos fabricantes de produtos lipossomais:

- “Reflection paper on the data requirements for intravenous liposomal products developed
with reference to an innovator liposomal product”, publicado pela EMA em fev/2013 (EMA,
2013): O documento discute os principios para avaliar produtos lipossomais desenvolvidos
com referéncia a um produto inovador, incluindo requisitos clinicos e nao clinicos. Inclui os
parametros que devem ser avaliados para fins de submissdo do registro desses produtos.

- “Guidance for industry — Liposome Drug Products - Chemistry, Manufacturing, and
Controls; Human Pharmacokinetics and Bioavailability; and Labeling Documentation”
(publicado pela FDA em agosto 2002): trata-se de um guia até o momento em rascunho
com recomendagbes gerais para a produgcdo e controle de qualidade de produtos
lipossomais, assim como para avaliagcdo de biodisponibilidade.

O guia em rascunho publicado pela FDA é o documento que trata de forma mais

abrangente aspectos da qualidade de produtos farmacéuticos lipossomais. Nesse
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documento sdo mencionadas as seguintes propriedades especificas de formulagdes
lipossomais que sao criticas para a qualidade destes produtos e devem ser avaliadas:
- Morfologia dos lipossomos, incluindo lamelaridade;

- Carga liquida;

- Quantificacao de farmaco encapsulado e nao encapsulado nas vesiculas;

- Tamanho de particula e distribuicdo de tamanho;

- Temperatura de transicao de fase;

- Liberagéo in vitro do farmaco das vesiculas;

- Quantificagéo dos lipides;

- Produtos de degradacao dos lipides;

- Propriedades osméticas

A estabilidade do produto lipossomal € critica considerando que os lipossomos sao
susceptiveis a fusdo, agregacao e liberacao do farmaco durante o armazenamento e os
lipides sao sujeitos a hidrolise e oxidacao (U.S. FDA, 2002).

Os componentes lipidicos devem ser avaliados com o mesmo critério que o
farmaco, devendo ser observados os seguintes itens:

- Origem

- Processo de sintese/ extracao/purificagcao
- Descrigcao e caracterizagao

- Especificagao

- Estabilidade (U.S. FDA, 2002).

Com relagdo a qualidade dos produtos lipossomais, além dos requisitos
mencionados no documento publicado pela FDA (com exceg¢ao de propriedades osmaticas,
que nao consta no documento) o Reflection paper on the data requirements for intravenous
liposomal products developed with reference to an innovator liposomal product, considera
criticas as seguintes propriedades fisico-quimicas:

- Identificacdo e controle de intermediarios chave no processo de produgao;

- Razao farmaco/ lipide;

- Robustez do processo de reconstituicdo, quando houver;

- pH do compartimento interno dos lipossomos, quando utilizada técnica de gradiente de pH
para encapsulamento;

- se for o caso, caracterizagdo do estado fisico do farmaco dentro dos lipossomos (quando
ha possibilidade de precipitagao);

- distribuicdo e localizagédo do farmaco dentro dos lipossomos (bicamada, superficie ou
interior aquoso);

- para formulacdes lipossomais conjugadas com polimeros ou outras substancias (como

PEG por exemplo), avaliagdo da qualidade e pureza da substancia; detalhes do processo de



39

conjugacéo destas aos lipossomos; estabilidade da conjugacgéo; peso molecular do lipide
conjugado e distribuicdo de tamanho; disposi¢cao do polimero na superficie lipossomal.

Em agosto de 2006, a FDA constituiu a “Nanotechnology Task Force” com o objetivo
de identificar eventuais lacunas de conhecimento ou lacunas regulatérias de forma a
possibilitar uma melhor avaliagdo dos produtos que utilizam nanotecnologia. Em julho de
2007, o grupo da forgca tarefa elaborou um relatério onde constam recomendagdes que
incluem esforcos para identificar produtos que contém nanotecnologia e melhor
compreender os nanomateriais no que se refere as suas interagcdbes com os sistemas
biolégicos, as propriedades que afetam sua toxicidade, métodos de analise capazes de
avaliar a eficacia, seguranca e qualidade de produtos nanotecnoldgicos, coleta e analise de
informacgdes cientificas sobre 0 assunto para avaliar categorias especificas de produto (U.S.
FDA, 2014a).

A EMA também instituiu a “Innovation Task Force” cujos objetivos foram estabelecer
uma plataforma de discussao com o setor regulado, a fim de identificar previamente
lacunas cientificas ou regulatérias no caso de terapias e tecnologias emergentes
relacionadas a produtos de uso humano e veterinario, e aumentar o conhecimento da
agéncia quanto ao uso destas, a fim de balisar a conduta regulatéria (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY - EMA, 2014a).

Numa apresentagdo realizada pela FDA em setembro de 2010, no primeiro
workshop internacional em nanomedicina organizado pela EMA, um dos questionamentos
com relagdo aos nanomateriais foi a identificacao de propriedades criticas que requerem
caracterizagédo para garantir a qualidade do produto, bem como uma avaliagdo adequada
do seu desempenho. Também foi mencionado que uma das prioridades do programa
CORE (Collaborative Opportunities for Research Excellence in Science Program) é definir
caracteristicas fisicas e quimicas dos nanomateriais que afetam sua poténcia e seguranca.
Neste mesmo workshop, na apresentacao realizada pela EMA foi considerado como risco
associado a produtos nanotecnoldgicos a estabilidade desses produtos (EMA, 2014Db).

No Brasil, em agosto de 2014 foi instituido um comité (Comité Interno de
Nanotecnologia- CIN) com a finalidade de coordenar as acgdes institucionais na area da
nanotecnologia julgadas prioritarias pela Diretoria Colegiada da Anvisa. Dentre as
atribuicbes desse comité estdo: coordenar a elaboragcdo de norma que obrigue o regulado a
informar sobre a natureza nanotecnolégica dos produtos e processos sujeitos a vigilancia
sanitaria; acompanhar a elaboragéo de normas ou guias especificos destinados a avaliagao
de seguranca, monitoramento e controle dos produtos e processos nanotecnologicos na
area de competéncia da Agéncia; acompanhar atividades e participar de ag¢des com
agéncias congéneres, instituicdes e eventos que tratem sobre estratégias regulatorias e de

avaliacdo de risco de produtos e processos nanotecnoldgicos; acompanhar a evolugédo das
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politicas regulatérias em ambito internacional com relagao a nanotecnologia de interesse da
saude e da vigilancia sanitaria; formular proposta de desenvolvimento de pesquisa em
ciéncias regulatérias com vistas a superar lacunas regulatérias em nanotecnologia; formular
proposta de cooperagdo com agéncias congéneres sobre estratégias regulatérias e de

avaliacao de risco de produtos nanotecnologicos (Anvisa, 2014a).

1.3.10 Desafios requlatori

Os documentos com finalidade regulatéria até entdo publicados pela FDA e EMA,
apesar de conterem informagdes importantes e relevantes para avaliagdo da qualidade de
produtos lipossomais, ndo contemplam todos os itens passiveis de avaliagdo para os
produtos lipossomais injetaveis, além de ndo abordarem muitas questdes relacionadas as
BPF e aos métodos analiticos para avaliacdo de seus atributos de qualidade.

Em setembro de 2004, a FDA publicou um documento denominado Boas Praticas
de Fabricagdo Farmacéuticas para o século XX| — uma abordagem baseada no risco, que
tem como objetivo reestruturar a regulacdo da qualidade farmacéutica. Baseia-se nos
principios da analise de risco, em politicas e padrées com base cientifica, sistemas de
qualidade integrados, cooperacao internacional e na forte protecao a saude publica. O
documento descreve as politicas e normas embasadas em conhecimento cientifico como
pilar do processo de regulacao (U.S. FDA, 2004b).

Observa-se uma tendéncia em avaliar os medicamentos e insumos farmacéuticos
durante todo o seu ciclo de vida, desde a fase de desenvolvimento até a rotina de
fabricagédo (U.S. FDA, 2004b). Essa visdo global promove um melhor entendimento do
produto e do processo pelo agente regulado e pelo regulador, permitindo uma avaliagao
mais precisa de ambos.

A regulacéo exige conhecimento acerca da matéria regulada, fazendo-se necessario
a busca de informacdes técnicas cientificamente embasadas, por meio de pesquisa
laboratorial e bibliografica e pela troca de informagdes e experiéncias entre autoridades
regulatorias e as universidades e o setor regulado (U.S. FDA, 2004b).

A compreensdo dos fatores que afetam a eficacia, seguranga e estabilidade dos
produtos lipossomais e a forma com que cada um deles os influencia é fundamental para o
embasamento de decisdes regulatorias. (U.S. FDA, 2004b)

Nos itens anteriores foi demonstrada uma clara preocupacdo em definir requisitos
para garantir a qualidade e estabilidade de produtos nanotecnoldgicos, incluindo os
lipossomais. Para isso é necessario conhecer as caracteristicas especificas desses

produtos e como elas afetam sua eficacia, toxicidade e estabilidade.



41

Os lipossomos sao formas farmacéuticas unicas, portanto é fundamental que suas
especificidades sejam conhecidas para uma regulagdo efetiva. E necessario que o controle
da qualidade de produtos que utilizam essa tecnologia, seja feito com testes e métodos
especificos que sejam capazes de demonstrar sua qualidade de forma inequivoca (U.S.
FDA, 2002).

A estabilidade dos lipossomos ainda é um fator preocupante, portanto o
conhecimento a respeito dos problemas a que estas formulacdes estédo sujeitas, os fatores
que influenciam a ocorréncia desses problemas e os métodos capazes de identifica-los sédo
essenciais tanto para o fabricante do produto quanto para as autoridades regulatérias que
possuem o dever de assegurar que esses medicamentos sejam produzidos e controlados
de forma adequada (EMA, 2014b).

Considerando as lacunas existentes nos documentos até entdo publicados pelas
agéncias reguladoras, bem como a auséncia de testes farmacopeicos especificos para
lipossomos, faz-se necessaria uma analise regulatoria a fim de avaliar as especificidades
associadas as formulagdes lipossomais, com foco em alguns dos pontos nevralgicos da
fabricacdo de lipossomos, como a caracterizacdo do produto, controle de qualidade e
estabilidade.

Dessa forma, com base na literatura cientifica e entrevistas com especialistas na
area, neste trabalho procuramos identificar e discutir, de forma sistematica, os fatores que
influenciam a eficacia, toxicidade e estabilidade de medicamentos lipossomais injetaveis.
Considerando que a estabilidade ¢ um dos pontos criticos para as formulagdes lipossomais,
também foi feita uma analise das causas de problemas relacionados a estabilidade dessas

formulacoes.
2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Proporcionar conhecimento para a atuacdo regulatéria e embasar o
desenvolvimento de regulamentagdes ou guias contendo requisitos especificos para
produtos lipossomais injetaveis, principalmente no que se refere a sua caracterizagao,
controle de qualidade e estabilidade.

2.2 Objetivos especificos

Identificar os atributos de qualidade que impactam a eficacia, toxicidade e

estabilidade de formulagdes lipossomais injetaveis.
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Analisar os métodos analiticos utilizados para avaliar alguns dos principais atributos
de qualidade.

Identificar requisitos especificos para produtos lipossomais injetaveis, principalmente
no que se refere a sua caracterizagao, controle de qualidade, estabilidade e itens pontuais
de BPF.

3. ABRANGENCIA

Tendo em vista que a maioria dos produtos farmacéuticos lipossomais atualmente
comercializados € injetavel, o foco deste trabalho sdo produtos com esta apresentagdo. O
trabalho também é focado nos aspectos regulatérios referentes a caracterizagao, controle
de qualidade e estabilidade de medicamentos lipossomais injetaveis, bem como em itens

pontuais referentes as Boas Praticas de Fabricagao.

4. METODOLOGIA

Foi utilizado o seguinte conjunto de estratégias:

- Fazer pesquisa bibliografica em livros com conteldo sobre interagdes entre lipossomos e
0 meio bioldgico e seu comportamento in vivo, e temas sobre producgdo, caracterizagao,
controle de qualidade e estabilidade de lipossomos, a fim de identificar os fatores que
potencialmente podem impactar a eficacia, toxicidade e estabilidade de formulagbes
lipossomais injetaveis;

- Realizar pesquisa no portal de periddicos da Coordenacdao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior/Ministério da Educagcédo (CAPES/MEC) e no Google utilizando
palavras-chave conforme o tema em questao (ex.: review + nanoparticle; liposome + drug
release; liposome + characterization; liposome + stability; liposome + toxicity, etc);

- Através da utilizagdo de uma ferramenta de anadlise de causa e efeito (diagrama de
Ishikawa), propor os fatores que afetam a eficacia e toxicidade de produtos lipossomais
injetaveis bem como as possiveis causas para problemas de estabilidade dessas
formulagbes. O diagrama de Ishikawa é elaborado com o intuito de identificar os fatores
que potencialmente contribuem para um efeito particular, relacionando-os de forma
progressiva com o objetivo de chegar as causas raiz desse efeito (INSTITUTE FOR
INNOVATION AND IMPROVEMENT, 2015);

- Enviar os diagramas de Ishikawa propostos a especialistas na area de lipossomos para
avaliagcdo e contribuicdo com intuito de “validar’ a adequabilidade dos fatores propostos
como “causas” nos diagramas, bem como verificar a existéncia de possiveis fatores nao

incluidos (os anexos 1 e 2 relatam as perguntas encaminhadas). Os especialistas
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envolvidos nessa avaliagdo foram: Andreas Wagner (Chefe da area de formulagéo
lipossomal da Polymun Scientific); Daan Crommelin (professor emérito na area
Biofarmacéutica da Universidade de Utrecht); Gerard Jensen (Diretor de desenvolvimento e
servigos técnicos da Gilead Sciences Inc.); Frédeéric Frézard (professor titular no
Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas Gerais);

- Através da pesquisa bibliografica e com as contribui¢cdes recebidas conforme mencionado,
identificar os atributos de qualidade que impactam a eficacia e toxicidade dos produtos
lipossomais injetaveis, bem como os potenciais problemas relacionados a estabilidade dos
produtos lipossomais injetaveis, as respectivas causas e as formas de detecta-los;

- Avaliar as informagbes obtidas no intuito de identificar itens relevantes para atuacao
regulatoria, especialmente no que se refere a caracterizagdo, controle de qualidade e
estabilidade de formulagdes lipossomais injetaveis, bem como a itens relacionados as BPF;
- Fazer pesquisa bibliografica em livros, no portal de periédicos da CAPES/MEC e no
Google (de forma similar a anteriormente descrita) sobre os principais métodos analiticos
utilizados para caracterizar os atributos de qualidade de maior impacto para eficacia,
toxicidade e estabilidade de produtos lipossomais injetaveis;

- Consolidar os itens relevantes identificados com relagdo aos principais métodos de analise
dos atributos de qualidade de maior impacto para eficacia, toxicidade e estabilidade de
produtos lipossomais injetaveis e elaborar um texto (contendo essencialmente as
informacgdes constantes no item 9) para revisdo de especialistas na area de controle de
qualidade de lipossomos, com intuito de “validar’ os itens relevantes identificados, bem
como verificar a existéncia de possiveis itens nao incluidos. Os especialistas envolvidos
nessa avaliagdo foram: Wim Jiskoot (Professor de Tecnologia de entrega de farmacos na
Universidade de Leiden); Michael Kaszuba (Gerente de suporte técnico da Malvern
Instruments Inc.); Geisi Rojas Barreto (Cientista de aplicagdes da Malvern Instruments Inc);
Frédéric Frézard (professor titular no Departamento de Fisiologia e Biofisica da

Universidade Federal de Minas Gerais).

5. FATORES QUE AFETAM A EFICACIA DE MEDICAMENTOS LIPOSSOMAIS
INJETAVEIS

A eficacia é definida como a capacidade de o medicamento atingir o efeito
terapéutico visado (Anvisa, 1998).

A figura 4 traz um diagrama de causa e efeito (Ishikawa) contendo os fatores que
impactam a eficacia de uma formulagao lipossomal injetavel. A estabilidade fisico-quimica
da formulacdo é um dos fatores que influencia a sua eficacia. Porém, isso nao sera

abordado nesse item uma vez que ha uma discussdo a parte sobre o tema no item 7.
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Assim, os fatores que influenciam a estabilidade da formulacdo ndo serdo apresentados
como fatores que influenciam a eficacia.

Ha quatro requisitos que devem ser cumpridos a fim de que a formulagao lipossomal
seja eficiente terapeuticamente: o lipossomo deve ser estavel tanto na formulagdo quanto
no plasma, a fim de atingir o local alvo com uma quantidade de farmaco suficiente para ter
valor terapéutico; os lipossomos devem ter um tempo de circulacdo adequado no plasma;
os lipossomos devem alcancar o tecido alvo e permanecer por tempo suficiente; o farmaco
deve ser liberado dos lipossomos no local alvo e deve estar presente nas células alvo
(SENIOR; GREGORIADIS, 1982; BARENHOLZ, 2001).

Em ultima instancia, uma acao terapéutica eficaz depende de uma concentracao e
de um tempo de agdo adequados do farmaco no local alvo. Isso é conseguido através de
um conjunto de fatores que comega com o encapsulamento de quantidade suficiente do
farmaco dentro das vesiculas, passando por uma biodistribuicao efetiva, e a liberacdo do
farmaco encapsulado de forma que sua concentracado no local de agdo seja maximizada e
nos demais 6rgaos e tecidos seja minimizada.

Uma vez na circulacdo sanguinea sistémica, os lipossomos sao transportados ao
longo da vasculatura e se acumulam em varios 6rgaos através de diferentes mecanismos:
aprisionamento em capilares pequenos (especialmente relevante nos capilares dos
pulmbdes para particulas maiores que 200nm); captura por células fagocitarias do sistema
reticuloendotelial (RES); extravasamento através do endotélio fenestrado (descontinuado);
e adesao as paredes vasculares (DECUZZI et al., 2010).

Os lipossomos protegem o farmaco enquanto o transportam para o local alvo
pretendido. A disponibilidade do farmaco para a acao terapéutica dependera da forma em

que se da sua liberacado do carreador (PETRAK, 2005).
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5.1 Estabilidade plasmatica

Uma vez na corrente sanguinea, os lipossomos devem permanecer estaveis
resistindo a agregacao e liberagcdo precoce do farmaco, que pode anular ou diminuir os
efeitos benéficos proporcionados pelo uso do carreador (PETRAK, 2005). Sua remogao
pelos 6rgdos do RES também deve ser evitada (RUENRAROENGSAK et al., 2010; LEE;
YEO, 2015).

As interacbes entre lipossomos e componentes plasmaticos € uma causa
importante de instabilidade plasmatica e consequente liberagcdo precoce do farmaco. A
permeabilidade da membrana dos lipossomos ao farmaco encapsulado aumenta quando
estes interagem com proteinas plasmaticas (BONTE; JULIANO, 1986) como a albumina,
que é a proteina mais abundante na circulacdo sanguinea, e sobretudo as lipoproteinas de
alta densidade (HDL). A maioria das apolipoproteinas pode interagir com carreadores
lipidicos, podendo perturbar a bicamada e rearranjar sua estrutura para formar estruturas
nao vesiculares (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002). Lipossomos com
superficie carregada apresentam essa interagcdo favorecida quando comparados aos
lipossomos eletricamente neutros (BIENVENUE et al., 1985).

A probabilidade de interagdo entre a bicamada lipidica e proteinas depende das
caracteristicas da interface lipide-agua. O comprimento da cadeia acila, a presenca de
insaturagao, as forgas de coesao entre moléculas lipidicas e o estado fisico da membrana
(fase gel ou cristal-liquida) determinam a susceptibilidade a essas interagdes. Uma elevada
curvatura da membrana como no caso das vesiculas pequenas (SUVs) torna a estrutura da
vesicula mais susceptivel a solubilizacdo por lipoproteinas. Os fosfolipides ou o colesterol
podem ser removidos dos lipossomos pelas HDLs plasmaticas, levando a formacao de
poros na bicamada e liberagdo do conteudo lipossomal. Lipases podem se ligar aos
lipossomos e clivar a ligacdo éster dos fosfolipides, formando acidos graxos e
lisofosfolipides (LPL), que desestabilizam a membrana (ZASADZINSKI, 2011). As
interacdes com proteinas séricas podem alterar ainda a temperatura de transicdo de fase
da bicamada, o que também pode aumentar sua permeabilidade (QIAN; LI; ZUO, 2012).

Em geral, as propriedades da superficie lipossomal sdo as principais responsaveis
pelo tipo e numero de biomoléculas (como as proteinas) que sédo adsorvidas na sua
superficie através de forgas eletrostaticas ou hidrofobicas/ hidrofilicas (ZASADZINSKI,
2011; DUAN; LI, 2013).

Quanto maior a dose de lipides, menores os efeitos desestabilizadores do plasma
(HUNT, 1982; BONTE; JULIANO, 1986), pois maior sera a razado entre a concentragao
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de lipides dos lipossomos e os componentes plasmaticos capazes de extrair esses lipides
da bicamada (como HDL e albumina). O inverso ocorre com baixas doses de lipides, sendo
a bicamada mais propensa a desestabilizacdo (HOOGEVEST; LEIGH; FAHR, 2013).

Lipides carregados negativamente como fosfatidilserina e fosfatidilinositol interagem
fortemente com glicoproteinas (BONTE; JULIANO, 1986). Lipossomos carregados
positivamente, utilizados principalmente para carreamento de DNA, podem interagir com
varios componentes séricos carregados negativamente, o que pode ocasionar liberagao
precoce e degradagdo do DNA. A densidade de carga da membrana lipossomal e a razédo
entre a carga lipossomal e a celular afeta essa interagao (OPANASOPIT; NISHIKAWA,;
HASHIDA, 2002; CARACCIOLO et al, 2011).

A composicao do lipossomo, incluindo polimeros ou outros componentes de
revestimento da superficie, afeta a estabilidade plasmatica, podendo tanto melhora-la
quanto prejudica-la. A inclusdo de polimeros como o PEG nos lipossomos é uma estratégia
comum para minimizar as interagcdes destes com componentes plasmaticos, conforme
descrito no proximo item (GABIZON; SHMEEDA; GRENADER, 2012), mas o aumento de
sua concentracao pode tornar a bicamada mais permeavel ou rompé-la, com a formacao de
estruturas diferentes como micelas. (SRIWONGSITANONT; UENO, 2002; RANGELOV;
MOMEKOVA; ALMGREN, 2010; ZASADZINSKI, 2011).

O revestimento da superficie lipossomal com particulas de ouro pode melhorar a
estabilidade do lipossomo bem como a retencdo do farmaco (QIN et al., 2011;
ZASADZINSKI, 2011).

A lamelaridade também influencia a estabilidade plasmatica. Geralmente vesiculas
multilamelares propiciam maior retencdo do farmaco que as unilamelares (KIRBY;
GREGORIADIS, 1984). Foi demonstrado em camundongos que se comparada as MLVs ou
LUVs, SUVs preparadas com fosfatidilcolina de ovo (EPC) sdo mais propensas a perder
sua estrutura no plasma (QIAN; LI; ZUO, 2012).

Conforme sera discutido no item 5.7, o método de encapsulamento do farmaco
influencia a forma com que este se encontra no interior do lipossomo (dissolvido,

precipitado, cristalino ou amorfo), o que influencia sua estabilidade plasmatica.

5.2 Tempo de circulagao

Tanto os lipossomos com direcionamento ativo (lipossomos enderegados) quanto
aqueles com direcionamento passivo geralmente requerem um tempo de circulagao
suficiente que possibilite seu acumulo no tecido alvo (ZASADZINSKI, 2011). Um tempo de
circulacdo adequado depende de uma estabilidade plasmatica adequada. Portanto, o que

foi descrito no item anterior, também tera impacto neste.
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O tempo de circulagao esta intimamente relacionado a interagdo dos lipossomos
com componentes plasmaticos (proteinas chamadas opsoninas) responsaveis pela sua
eliminacdo da corrente sanguinea. As opsoninas incluem varias sub-classes de
imunoglobulinas, alguns componentes do sistema do complemento, fibronectina, proteina
de ligagdo a lipopolissacarideo e pentraxinas (como proteina C reativa). O papel das
opsoninas € se ligar a particulas estranhas (incluindo os lipossomos) a fim de desencadear
seu processo de remogao do organismo formando uma “ponte” entre as células fagocitarias
(macrofagos) presentes nos 6rgédos do sistema RES, principalmente figado, baco e medula
Ossea, e essas particulas. Assim, a ligacdo das opsoninas aos lipossomos promove um
aumento de sua fagocitose, especialmente pelos macréfagos do figado (células de Kupffer)
que sao responsaveis pela remogao da maioria dos lipossomos da circulagao (MOGHIMI;
PATEL, 1998).

A carga elétrica superficial dos lipossomos influencia a adsor¢cdo de opsoninas. A
captacao pelos macrofagos aumenta com o aumento da carga superficial (tanto positiva
quanto negativa) (DUAN; LI, 2013), sendo que lipossomos carregados positivamente em
geral tém um tempo de circulagdo menor no plasma apds injecdo intravenosa se
comparados com seus homologos neutros ou anibnicos, devido a uma maior interagdo com
0s componentes plasmaticos, e captacao pelo sistema RES (OPANASOPIT; NISHIKAWA;
HASHIDA, 2002).

A fagocitose pelos macrofagos tem uma forte dependéncia em relagdo a morfologia
dos lipossomos (CHAMPION; MITRAGOTRI, 2006). Além disso, em alguns casos, também
existe diferenca na biodistribuicdo de particulas esféricas e nao esféricas, ndo somente no
que se refere a captagao celular como também na acumulagao destas em diferentes érgaos
(MURO, 2012; DUAN; LI, 2013).

Geralmente o tempo de circulacdo dos lipossomos aumenta com a diminuicdo do
tamanho, da densidade de carga elétrica superficial e da fluidez da bicamada (CHANG,;
YEH, 2012).

Vesiculas pequenas, com tamanho inferior a 100nm, podem escapar das células
fagocitarias, enquanto vesiculas maiores sao captadas prefencialmente pelo RES, sendo
eliminadas mais rapidamente da circulacdo (QIAN; LI; ZUO, 2012).

Particulas esféricas com didmetro menor que 500 nm mostram minimo
margeamento para a parede de alguns vasos, apresentando baixa taxa de adesdo na
vasculatura, uma vez que essas nanoparticulas encontram-se preferencialmente no centro
do fluxo sanguineo, em meio as células vermelhas sanguineas. Esse efeito favorece um
maior tempo de circulagcdo das nanoparticulas, uma vez que estas ficam afastadas dos
leucdcitos circulantes, que ficam acumulados nas proximidades da parede vascular (figura
5) (DUAN; LI, 2013; VAN DER MEEL et al., 2014).
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Figura 5 — Representacdo esquematica do fluxo sanguineo mostrando a localizagdo das
nanoparticulas em meio as células vermelhas e a marginagéo das microparticulas e leucocitos para
a parede vascular. Fonte: VAN DER MEEL et al, 2014.

A composicao dos lipossomos influencia o tempo de circulagao de varias maneiras.
Lipides que reduzem a fluidez da membrana como DSPC aumentam o tempo de circulagcao
(BONTE; JULIANO, 1986; OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002).

A inclusdo de polimeros como o PEG na superficie lipossomal € uma estratégia
comum para minimizar as interagdes destas com as opsoninas (GABIZON; SHMEEDA,;
GRENADER, 2012). O tempo de circulagao estendido de lipossomos peguilados € atribuido
a habilidade deste polimero de revestimento em reduzir a opsonizagdo dos lipossomos
(MAKINO; SHIBATA, 2006). A densidade desse polimero na superficie da membrana
influencia esse efeito. Em geral, quanto maior a densidade do polimero, maior é o tempo de
circulagao (ISHIDA et al., 2005; CHANG; YEH, 2012).

Além disso, o peso molecular do polimero pode influenciar esse efeito protetor.
Nesse caso, quanto maior o peso molecular, maior o efeito protetor (até um certo limite) e
consequientemente maior o tempo de circulagdo. Geralmente uma maior densidade e maior
peso molecular sdo necessarios para mascarar a carga positiva ou negativa e criar uma
camada mais hidratada na superficie lipossomal resultando em menor adsor¢cdo de
proteinas (GREF et al., 2000; CHIU; BALLY; MAYER, 2001; LEVCHENKO et al., 2002;
POZZI et al., 2014). No entanto, em alguns casos, essa camada hidratada na superficie
liposomal € maior quando sao incorporadas misturas de PEG com pesos moleculares
diferentes, se comparada a incorporagcao somente do PEG de maior peso molecular, o que
traduz em uma protecdo mais efetiva (SADZUKA et al., 2002). Quando a densidade do

PEG na superficie lipossomal € aumentada, a conformacao do polimero muda de altamente
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enovelada, que se diz em forma de “cogumelo”, para pouco enovelada, que se diz em
forma de “escova” (figura 6). A configuragdo do PEG em “escova” é ideal para garantir
cobertura completa da superficie lipossomal. Essa tendéncia para mudar a conformacao é
dependente do peso molecular do polimero (LI; HUANG, 2010; YANG et al., 2014).

Uma baixa cobertura da superficie lipossomal com o polimero tipicamente na
configuragdo em “cogumelo” leva a falhas na camada protetora, onde as opsoninas podem
se ligar. A estabilidade da ligagdo entre lipide e polimero também é essencial para
obtencao do efeito desejado. O lipide ao qual € ancorado o polimero influencia a retengao
deste ao lipossomo e o impacto no tempo de circulagdo (PARR et al.,1994; CHIU; BALLY;
MAYER, 2001; DUAN; LI, 2013).

Figura 6 - Representacdo esquematica do

)/
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a direita configuragdo em cogumelo. Fonte:

BUYENS et al., 2012.

Alternativamente ao PEG, outros polimeros tém sido estudados como
apolivinilpirrolidona (PVP), poliaminoacidos e dextran, principalmente devido ao efeito de
aumento da eliminagao da corrente sanguinea, denominado efeito ABC (Accelerated Blood
Clearance), proporcionado por injecdes repetidas de lipossomos peguilados conforme
descrito no item 6.3 (DUAN; LI, 2013).

A presenca de anticorpos como ligantes tornam os imunolipossomos mais
susceptiveis a rapida remoc¢ao da circulagdo devido ao reconhecimento do fragmento Fc
por receptor especifico na superficie dos macrofagos, enquanto fragmentos de anticorpos
nao ligados ao Fc promovem uma menor taxa de eliminacdo (OPANASOPIT; NISHIKAWA,
HASHIDA, 2002).

5.3 Eficiéncia de direcionamento do carreador

Em geral, pode-se dizer que a eficiéncia de direcionamento é a habilidade de o
carreador se acumular no 6rgdo ou tecido alvo seletivamente e quantitativamente,
independente do local e método de administragdo. ldealmente, nessas condicbes, a
concentragdo do farmaco no local alvo € maximizada e nos demais tecidos e 6rgaos

minimizada, evitando efeitos toxicos e adversos (TORCHILIN, 2000).
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Para que a formulacdo lipossomal tenha eficacia terapéutica, o farmaco
encapsulado deve alcancgar as células-alvo. Esse objetivo pode ser atingido através de
direcionamento passivo ou ativo do carreador.

- Direcionamento passivo:

O direcionamento passivo € um processo através do qual as propriedades fisicas
dos lipossomos junto com a microanatomia do tecido alvo determinam a localizagdo seletiva
do agente terapéutico (BARENHOLZ, 2001). Os lipossomos se acumulam em regides do
corpo conforme as caracteristcas anatdmicas e o papel fisiologico das células e tecidos.
Um exemplo classico € o seu acumulo no sistema RES, cujos macréfagos capturam
sistemas coloidais presentes na circulagédo sanguinea. Conforme descrito no item anterior,
o tamanho dos lipossomos e suas caracteristicas de superficie tém forte influéncia na sua
eficiéncia de captagao pelos macrofagos, no seu tempo de permanéncia na circulagao e,
por fim, na sua biodistribuicao entre os tecidos do RES (WOODLE; LASIC, 1992).

Outro exemplo comum de direcionamento passivo é o efeito de retencdo e
permeabilidade aumentada (EPR) associado a vasculatura de tumores onde o aumento dos
espacos entre as células endoteliais permite um extravasamento de lipossomos circulantes
(MURO, 2012). O tamanho das vesiculas influencia esse efeito, ou seja, vesiculas menores
que 400nm aproximadamente sao capazes de extravasar a vasculatura fenestrada
(GABIZON; SHMEEDA; GRENADER, 2012).

Os lipossomos convencionais e os peguilados como o Doxil® sdo exemplo de
produtos lipossomais com direcionamento passivo (BARENHOLZ, 2001).

A carga superficial também é critica, favorecendo ou prejudicando a captagao dos
lipossomos pelos macrofagos ou por outras células com atividade endocitica (PINZON-
DAZA et al., 2013). A superficie da membrana celular é carregada negativamente, o que
favorece a interagao eletrostatica e adsor¢ao de componentes carregados positivamente.
Sendo assim, geralmente lipossomos catidnicos se ligam em maior extensao a superficie
celular que os neutros ou aniénicos (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002).

A morfologia das vesiculas também afeta a eficiéncia de direcionamento, a
fagocitose, endocitose e o subsequente transporte intracelular (MURO, 2012; DUAN; LI,
2013).

- Direcionamento ativo:

O direcionamento ativo requer, além de um tempo de permanéncia suficiente na
circulagao, um dispositivo ligado a superficie do lipossomo capaz de reconhecer as células
alvo e se ligar a elas (BARENHOLZ, 2001). No direcionamento ativo, o padrdo de
biodistribuicdo do lipossomo é modificado através de mudancas na sua estrutura ou

composicao, seja através da incorporagdo de um ligante ou de uma molécula capaz de se
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ligar a um receptor celular especifico localizado no alvo terapéutico (como anticorpos) (WU,
ZHAO; LEE, 2007), polissacarideos, moléculas de baixo peso molecular (como o folato)
(PINHEIRO et al., 2011) ou através do uso de particulas magnéticas incorporadas aos
lipossomos, sujeitas a agdo de um campo magnético externo (TORCHILIN, 2000; NOBUTO
et al., 2004).

Apesar de lipossomos com ligantes serem considerados como de “direcionamento
ativo”, a presencga do ligante ndo confere ao lipossomo alguma forga propulsora que o leve
até o tecido alvo, sendo util somente para aumentar a probabilidade de que o lipossomo se
ligue, ou seja, internalizado pelas células alvo quando estd proximo a estas
(RUENRAROENGSAK et al., 2010; KWON et al., 2012). Como os lipossomos acessam 0
tecido alvo pela circulagdo sanguinea, a probabilidade de interacdo lipossomo-alvo
depende também do tempo de circulagdo (KWON et al., 2012).

A eficiéncia do direcionamento ativo dos lipossomos com uso de ligantes é
determinada primariamente pela seletividade e afinidade da ligagao com o receptor, que é
superexpressado ou unicamente expressado pelas células alvo (ZASADZINSKI, 2011; VAN
DER MEEL et al, 2014). Essa ligacado pode ser favorecida ou prejudicada, dependendo da
composicdo do lipossomo e de como ele é produzido. Polimeros utilizados para
revestimentos da superficie lipossomal como o PEG por exemplo, dependendo do seu
comprimento, podem interferir na interagdo do ligante com o receptor através de forcas
repulsivas estéricas ou entalpicas (RUENRAROENGSAK et al., 2010; MURO, 2012).

A densidade do componente direcionador na superficie lipossomal deve ser
cuidadosamente balanceada uma vez que a valéncia, ou a quantidade do componente
direcionador na superficie € um parametro chave para sua avidez e habilidade de
direcionamento (PURI et al., 2009; MURO, 2012).

Alguns ligantes peptidicos podem ter sua conformagao alterada apds conjugacgao
com o lipossomo, impedindo com que esses se liguem aos respectivos receptores
(PINZON- DAZA et al., 2013).

A captacdo celular dos lipossomos também é influenciada pelo seu tamanho
(RUENRAROENGSAK et al., 2010). Por exemplo, na maioria das células parenquimais, a
cinética de internalizacdo das particulas carreadoras diminui com o aumento do seu
tamanho. A captagao dos lipossomos via receptor de transferrina também possui restricado
de tamanho, sendo que lipossomos de aproximadamente 60 nm acoplados a transferrina
sdo capazes de agir no respectivo receptor, ao contrario dos seus homologos de 120nm
(MURO, 2012).

No caso dos lipossomos com particulas magnéticas ou magnetolipossomos,
também é possivel a obtengcdo de uma maior concentracdo das vesiculas no 6rgao ou
tecido alvo (TORCHILIN, 2000; NOBUTO et al., 2004). Particulas com propriedades
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superparamagnéticas derivadas do é6xido de ferro tém sido muito estudadas para tais
aplicagdes (MCBAIN; YIU; DOBSON, 2008; DANHIER; PREAT; FERON, 2010; SU, 2012),
de forma que o sistema possa responder a um campo magnético externo. Nessa estratégia,
0 campo magnético retém os lipossomos no local alvo, aumentando seus niveis no local de
acao. No que diz respeito ao componente magnético, os pardmetros mais importantes a
serem considerados sdo a concentragdo e o tipo de fluido férrico empregado
(DANDAMUDI; CAMPBELL, 2007; ZHENG et al., 2009). Geralmente essa tecnologia se
aplica quando a formulagéo pode ser injetada com uso de cateter, de forma que a aplicagao
seja feita perto do local alvo. Como é necessario um campo magnético externo para
direcionar as particulas, essa tecnologia funciona melhor quando o alvo esta proximo a
superficie corporal, sendo mais dificil sua utilizagdo em regiées mais profundas (MCBAIN;
YIU; DOBSON, 2008).

O tamanho dos lipossomos também ¢é importante para a eficiéncia do
direcionamento dos magnetolipossomos, uma vez que se as particulas forem muito
pequenas, 0 campo magnético externo pode nao proporcionar a atracao suficiente para o
local desejado (ALEXIOU et al., 2000; TORCHILIN, 2000).

Vale ressaltar que ainda nao estdo disponiveis no mercado produtos lipossomais
que exploram tecnologias de direcionamento ativo, mas existem produtos em fase de testes

clinicos (quadro 2).

5.4 Perfil de liberagao do farmaco

O acumulo dos lipossomos no tecido alvo nao necessariamente significa melhora da
atividade terapéutica, pois o farmaco encapsulado pode nao ser completamente liberado
das vesiculas para exercer a acao farmacolégica (BANNO et al., 2010).

Apdés a interacdo com o alvo terapéutico, os lipossomos precisam liberar seu
conteudo de maneira controlada. A eficacia de varias formulagdes lipossomais esta
intimamente ligada a taxa de liberacdo do farmaco dos lipossomos (JOHNSTON et al,,
2006).

Na formulacdo, a liberacdo do farmaco pode ocorrer principalmente pela
combinagédo dos seguintes processos: difusdao do farmaco através da bicamada de acordo
com o gradiente de concentragcdo; penetracdo de solvente no interior da vesicula com
posterior dissolucdo ou lise osmética; degradagdo ou desestabilizacdo do lipossomo com
liberagdo do farmaco. Na formulagio, os lipossomos se encontram dispersos num meio
aquoso de pequeno volume, conforme descrito anteriormente, uma vez na corrente
sanguinea, sofrem um efeito de diluicho que deve ser considerado no processo de
liberagao do farmaco (WASHINGTON, 1990).
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O mecanismo predominante de liberagcdo in vivo é através de interacoes dos
lipossomos com as células (QIAN; LI; ZUO, 2012), apesar de também ser possivel a
liberagdo do farmaco no meio extracelular (HOROWITZ; BARENHOLZ; GABIZON, 1992).

Ao longo das ultimas décadas, vem sendo estudadas diferentes estratégias para
conseguir uma liberacdo de farmaco direcionada a um alvo especifico. Assim, além
daquelas descritas no item anterior para direcionamento dos carreadores, também sao
utilizadas estratégias para liberagdo do farmaco no local alvo, que envolvem: adicdo de
lipides ou polimeros sensiveis a estimulos como alteracao de pH, temperatura ou acéo de
enzimas onde a liberagdo do farmaco é alcancada através da desestabilizacdo da
membrana lipossomal (MEERS, 2001); uso de componentes fotosensiveis ou ultrasom-
sensiveis capazes de liberar o farmaco respectivamente mediante a acao localizada de
uma fonte externa de emissao de luz (visivel, ultravioleta, infravermelha) (SHUM; KIM,;
THOMPSON, 2001) ou mediante acado de ultrasom (QIAN; LI; ZUO, 2012; EVJEN et al.,
2013). Com excecdo dos lipossomos fotossensiveis, ainda nao estdo disponiveis no
mercado produtos lipossomais contendo as demais tecnologias.

Uma outra estratégia muito empregada atualmente para farmacos com
caracteristicas acido-basicas utiliza gradiente eletroquimico transmembrana para o seu
encapsulamento. No caso desses lipossomos, a liberagdo do farmaco ¢é influenciada por
esse gradiente conforme descrito no item 5.7 (NAKAMURA et. al, 2012).

A seguir estdo descritos os principais fatores que influenciam a liberacdo do

farmaco do interior das vesiculas.

5.5 Permeabilidade da bicamada

A permeabilidade da membrana dos lipossomos é influenciada pela fluidez e pelo
grau de desordem da bicamada lipidica (TAYLOR et al., 1990; BETAGERI; PARSONS,
1992).

A eficiéncia de difusdo do farmaco através da membrana é inversamente
proporcional a viscosidade da membrana. Assim, a incorporacao de fosfolipides com baixa
temperatura de transicdo de fase, como fosfolipides insaturados ou com cadeias de acidos
graxos curtas, aumentam a taxa de liberagdo do farmaco se comparados a lipossomos
contendo lipides com alta temperatura de transicdo de fase, tipicamente com cadeias
saturadas e longas (CHARROIS; ALLEN, 2004; FREZARD et al., 2005).

A inclus&o de colesterol na membrana tende a aumentar a ordem na organizagao da
bicamada e geralmente reduz a sua permeabilidade.

A natureza e a proporgcdo do lipide acoplado ao polimero de revestimento

influenciam também a permeabilidade da membrana dos lipossomos, uma vez que sua
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presenca causa perturbagbes no empacotamento dos outros lipides. Quanto maior a
concentracao deste lipide, maior a permeabilidade da membrana (YANG; ALEXANDRIDIS,
2000; MAKINO; SHIBATA, 2006).

5.6 Lamelaridade

O numero de bicamadas lipidicas (lamelaridade) dos lipossomos influencia a
eficiéncia de encapsulamento, a cinética de liberacdo do farmaco, e a eficiéncia de
transfeccdo de material genético (no caso de lipoplexos), portanto € um parametro
importante a ser considerado (ZUIDAM et al., 1999; FROHLICH; BRECHT; PESCHKA-
SUSS, 2001). Geralmente para vesiculas de tamanho similar, a liberagdo do farmaco é

maior para lipossomos unilamelares que para multilamelares (YAMAUCHI et al., 2007).

5.7 Ambiente intralipossomal

No meio aquoso interno do lipossomo, os farmacos podem se encontrar dissolvidos
ou precipitados (na forma cristalina ou amorfa). Técnicas de encapsulamento como as que
envolvem um gradiente eletroquimico transmembrana podem promover a formacao de
precipitados no interior dos lipossomos. De forma geral pode-se dizer que essas técnicas
consistem basicamente no encapsulamento de farmacos que sao ionizados no interior dos
lipossomos, cujo meio aquoso interno é acido ou basico em relagdo ao meio externo (pH
fisiolodgico). Nessas condi¢cdes, o farmaco n&o ionizado permeia espontaneamente a
bicamada lipidica dos lipossomos pré-formados. Uma vez no interior da vesicula, esse
farmaco é ionizado, tornando-se impermeavel e permanecendo portanto aprisionado. O
farmaco pode também formar um sal no interior da vesicula que quando ultrapassa o limite
de solubilidade, leva a sua precipitacdo (FRITZE et al.,, 2006; FENSKE; CULLIS, 2008;
BARENHOLZ, 2012; GABIZON; SHMEEDA; GRENADER, 2012).

Assim, nesses casos a razao farmaco-lipide é um fator determinante para a
liberagdo do agente terapéutico (ZUIDAM et al., 1999; JOHNSTON et al., 2006; FENSKE;
CHONN; CULLIS, 2008), sendo que uma alta razédo farmaco-lipide promovera liberagao in
vivo mais lenta devido a presenga do precipitado no interior do lipossomo (JOHNSTON et
al., 2006).

Os precipitados formados no interior da vesicula sdao muito importantes para a
manutengado do encapsulamento durante a armazenagem (BARENHOLZ, 2012), além da
influéncia na taxa de liberagéo do farmaco conforme mencionado (YAMAUCHI et al., 2007;
DRUMMOND et al.,2008).
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Conforme representado na figura 7, ha diferentes formas para gerar um gradiente
transmembrana:

- Com uso de tampéao acido, que permanece encapsulado no interior da vesicula apds troca
do meio externo por um tampao neutro (figura 7 A);

- Com uso de solugdes contendo sais de bases fracas (ex.:sulfato de Amonio — figura 7B)
ou acidos fracos (ex.:acetato de sédio) no interior da vesicula, onde ha um equilibrio entre
espécies carregadas e neutras, sendo estas ultimas capazes de atravessar a membrana e
se deslocar para o meio extralipossomal, uma vez que este encontra-se livre das espécies
encapsuladas. Ja os protons liberados ou absorvidos por esses sais permanecem no
interior da vesicula gerando o pH acido ou basico;

- Com o uso de solugbes como sulfato de magnésio e manganés e troca do meio externo
por um tampao acido, o que gera um gradiente ibnico. A bicamada € impermeavel a ions,
mas um ionoforo intermedia a saida dos ions divalentes, presentes somente no interior da
vesicula e a entrada de um par de protons, presentes somente no exterior da vesicula,
contribuindo para a acidificacdo do meio interno do lipossomo e gerando entdao um
gradiente de pH. E requerido EDTA para quelar os cations divalentes no meio externo e
assim impulsionar o encapsulamento do farmaco (figura 7 C) (FENSKE; CULLIS, 2008).

A manutencdo do farmaco encapsulado depende do gradiente eletroquimico
transmembrana residual proporcionado pelos ions presentes (BARENHOLZ, 2012), e do
ambiente aquoso interno do lipossomo, incluindo volume e concentragcdo dos ions
responsaveis pelo gradiente transmembrana, que também influenciam a forma do
precipitado (amorfa ou cristalina) bem a extensado da precipitagcao (ZHIGALTSEVA et al.,
2005; BARENHOLZ, 2012).

O perfil de liberagdo do farmaco depende do pH extralipossomal. A alteracdo do
contra- ion que ira formar o precipitado com o farmaco pode mudar radicalmente o perfil de
liberagdo do farmaco (FRITZE et al., 2006; DRUMMOND et al., 2008; FENSKE; CULLIS,
2008).

Apesar do acima descrito se aplicar a farmacos encapsulados no meio interno
aquoso do lipossomo, também foi demonstrado que aumentando-se a concentragao de um
farmaco lipofilico na bicamada acima de um valor critico, o farmaco passa a formar
agregados (ADLER-MOORE; PROFFITT, 2002).
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Figura 7 — Representagédo esquematica do encapsulamento do farmaco em resposta a gradientes
de pH transmembrana. A: método de gradiente de pH padrdo, com tampé&o citrato no interior do
lipossomo (pH~4) e tampao HEPES no meio externo (pH~7,5). B: um sal de base fraca (sulfato de
amonio) é responsavel pela geracado do gradiente transmembrana a medida que amoénia (neutra)
sai do interior da vesicula para o meio externo, o que propicia a acidificagdo do meio interno. C: o
gradiente de pH é estabelecido por iondforos (como o A23187) em resposta a gradientes
transmembrana de cations divalentes como Mgz". O ionodforo acopla o transporte de um cation
divalente para o meio externo ao transporte de dois prétons para o meio interno, propiciando ai um
meio acido. Um quelante como o EDTA é necessario para quelar os catios divalentes a medida que
eles sdo ftransportados para fora da vesicula. Fonte: FENSKE; CULLIS, 2008)
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5.8 Comportamento da bicamada (sensibilidade a estimulo)

Pode-se dizer que atualmente as estratégias de liberagdo do farmaco
desencadeadas por estimulo baseiam-se em estimulos internos, como pH, temperatura ou
presenga de enzimas especificas na regido alvo, e externos, como fontes de calor,
ultrasom, radiacdo e luz (PURI et al., 2009). Essas estratégias geralmente envolvem a
adicdo de um lipide ou polimero cuja estrutura é alterada mediante um estimulo interno ou
externo, o que provoca a desestabilizagdo da bicamada lipidica, liberando o farmaco
(DRUMMOND et al., 2008).

5.8.1 Termosensiveis:

A liberagao do farmaco de lipossomos termosensiveis baseia-se em mecanismos de
desestabilizacdo da bicamada utilizando como base a temperatura de transicao de fase da
membrana (PURI et al, 2009).

Essa liberacao se da quando os lipossomos se encontram num local onde a
temperatura alcanca a Tm, o que aumenta significativamente a permeabilidade da
membrana permitindo a liberagéo do farmaco (BANNO et al., 2010; KNEIDL et al., 2014).

Esse aumento de temperatura pode ser proveniente de uma fonte externa (como
aplicacao de fonte de calor, campo magnético ou ultrassom) ou da propria regido alvo,
como acontece com alguns tipos de tumor.

Os componentes termosensiveis utilizados podem ser lipides, como a
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), ou polimeros como o poli-N-isopropilacrilamida, que
possuem temperatura de transicdo de fase proxima a fisiolégica, pouco acima de 37°C
(DRUMMOND et al., 2008; KNEIDL et al., 2014). Os lisolipides também tem sido utilizados
nessas formulacdes tendo em vista sua capacidade de resposta a uma leve hipertermia,
como acontece por exemplo em algumas regides tumorais, permitindo com que os
lipossomos liberem o farmaco de forma efetiva no local alvo. Geralmente, quanto maior a

concentracao dos lisolipides, mais rapida é a liberagdo do farmaco (BANNO et al., 2010).

Lipossomos sensiveis ao pH séo estaveis em pH fisiolégico mas se desestabilizam e
adquirem propriedades fusogénicas em pH &acido, levando a liberagdo do seu conteudo
aquoso. Essa propriedade geralmente é conferida pela mistura de fosfatidiletanolamina

(PE) ou derivados, e compostos contendo um grupo acido (ex. grupo carboxilico) que age
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como um estabilizador em pH fisiolégico. A geometria de cone inverso da PE impede a
formagdo da fase lamelar caracteristica dos lipossomos (figura 8). Sendo assim, ao
contrario da maioria dos fosfolipides, a PE tende a formar a fase hexagonal inversa acima
da temperatura de transi¢cdo de fase. A presenga de moléculas contendo um grupo acido
protonavel (carregado negativamente em pH fisioldgico) intercaladas a PE, favorece
repulsédo eletrostatica entre essas moléculas permitindo a formagéo da bicamada, ou seja,
em condigbes fisiolégicas os lipossomos estao presentes. Em meio &cido (no
compartimento endossomal ou no microambiente do local alvo) o grupo carboxilico (grupo
acido) é protonado e o efeito estabilizador proporcionado pela repulsdo entre as moléculas
de PE é reduzido, fazendo com que estas adotem a fase nao lamelar (hexagonal inversa), o
que desestabiliza o lipossomo permitindo a liberagado do farmaco (KARANTH; MURTHY,
2007).

Essa propriedade de se manter estavel em pH fisiolégico e desestabilizar em pH
acido depende do tipo de molécula estabilizadora, bem como da sua razdo em relagao a
PE. (KARANTH; MURTHY, 2007).

Também podem ser usados polimeros e peptideos fusogénicos que sofrem
mudancas conformacionais em pH acido, aumentando a permeabilidade da membrana no

local alvo e permitindo a liberagao do farmaco (DRUMMOND et al., 2008).

5.8.3 Sensivei |

As ondas de ultrasom podem ser usadas para induzir efeitos térmicos ou
mecanicos. Ou seja, a liberagdo do farmaco pode se dar tanto mediante a elevagdo da
temperatura quanto aos efeitos mecanicos das ondas ultrasénicas. O efeito provocado pela
elevacao da temperatura é equivalente aquele descrito para lipossomos termosensiveis. Ja
os efeitos mecanicos sao proporcionados pelo encapsulamento de microbolhas de gas nos
lipossomos contendo o farmaco. Essas microbolhas se expandem mediante a acdo das
ondas de ultrassom causando estresse na bicamada lipidica, formando poros transitérios
por onde o farmaco € liberado. A composicéo do lipossomo e do gas encapsulado, assim
como os parametros do ultrasom, determinam a sensibilidade das vesiculas ao estimulo.
Alguns constituintes do lipossomo, tais como lipopolimeros, tém a capacidade de absorver
energia ultrasénica proporcionando a formagao desses poros na bicamada lipidica através
dos quais o farmaco é liberado (HUANG, 2008; SCHROEDER et al., 2009).
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Figura 8- Diferentes estruturas formadas pelos lipides. A- Lipides com uma Unica cadeia acila ou
alquila como os lisolipides ou lipides com grupo cabecga polar fracamente hidratados com uma area
molecular pequena em relagéo as cadeias acila possuem forma cOnica, que da origem a micelas (1) e
micelas invertidas (2). B- A maioria dos forfolipides tém uma area de secgao transversal equivalente
entre o grupo cabega polar e as cadeias acila, proporcionando ao lipide uma forma cilindrica, que
permite a formagao da bicamada (3). Fonte: LASIC, 1998; KARANTH; MURTHY, 2007
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5.8.4 Sensiveis a luz

Compostos fotossensiveis sdo capazes de mudar suas propriedades ou estrutura
quando irradiados com luz de comprimento de onda apropriado (WANG et al., 2010).
Assim, quando incorporados aos lipossomos, estes os tornam fotossensiveis, respondendo
a estimulos de luz visivel, ultravioleta (UV), infra-vermelha (IR) e infra- vermelha proxima
(NIR) dependendo do composto. A alteragao das propriedades ou da estrutura do composto
fotossensivel o torna incapaz de manter a estrutura da bicamada, o que aumenta sua
permeabilidade com consequente liberagdo do farmaco (SHUM; KIM; THOMPSON, 2001;
DANHIER; PREAT; FERON, 2010).

Esses lipossomos tém sido usados para terapias fotodinamicas (PDT). Essa técnica
utiliza agentes fotossensibilizadores incorporados no interior aquoso dos lipossomos, que
apds estimulo luminoso se oxidam gerando espécies reativas de oxigénio altamente
citotéxicas, utilizadas principalmente para tratamento de cancer. No caso da PDT, a
liberagdo do farmaco se da tanto pela acdo da fonte de luz nos compostos fotossensiveis
da bicamada quanto pelo agente fotossensibilizador encapsulado, cujos produtos de
oxidacgao irdo desestabilizar a membrana (DERYCKE; WITTE, 2004).

Os lipossomos sensiveis a luz UV e visivel sdo utilizados atualmente para
tratamento de lesbes superficiais, dada a capacidade de penetracao limitada da luz nos
tecidos (DERYCKE; WITTE, 2004; FOMINA; SANKARANARAYANAN; ALMUTAIRI, 2012).
O Visudyne®, utilizado para degeneragcao macular, € um exemplo do uso de PDT. Ele
contém como principio ativo encapsulado um agente fotossensibilizador que apds
administrado por via intravenosa, deve ser ativado por meio de luz visivel (689nm) no local
alvo (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2014a).

5.8.5 Sensiveis a acdo de enzimas

Outra estratégia que tem sido explorada para liberagdo controlada de farmacos,
baseia- se na produgdo anormal de enzimas como proteases, lipases e glicosidases no
local alvo. Essas enzimas sao utilizadas para clivar lipides ou outros componentes da
membrana lipossomal provocando defeitos na membrana com consequlente liberagdo do
farmaco (PURI et al., 2009; RICA; AlLI; STEVENS, 2012).
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5.9 Interagdo com a superficie celular

A liberacdo do farmaco do interior das vesiculas se da basicamente através de
interagcdes dos lipossomos com as células (HUNT, 1982).

Essas interacdes iniciais dos lipossomos com a superficie celular podem ser de
quatro tipos conforme demonstrado na figura 9: adsorgéo; endocitose; fuséo e troca de
componentes lipidicos entre os lipossomos e a membrana celular. A fusdo dos lipossomos
com a membrana plasmatica da célula, embora teoricamente possivel, ndo é comum. A
endocitose e a fusdo com a membrana endossomal intracelular, precedidas de uma
interacao especifica com receptor de superficie celular ou de uma adsorgéo superficial, sdo
0S mecanismos mais comuns de captagédo e internalizacdo dos lipossomos que levam a
liberagdo do farmaco no caso de varios tipos de células. Essas interacdes celulares sao
altamente dependentes da composicdo do lipossomo, tamanho, carga e presenca de
componentes especificos como os direcionadores (KAMPS; SCHERPHOF, 2003;
FREZARD et al., 2005; QIAN; LI; ZUO, 2012). No entanto, o modo de captagcdo de um

lipossomo também depende do tipo de célula em questao (DAN, 2002).

% . s Transferéncia d
Adsorgio e liberagio X T

ol > S .
. N " compostos lipofilicos
extracelular do @ .o U v ’
Jt . 4
"

contetdo “ = .1“;’}:

!

4

(| W -rf Fusio com

\\ EmA (R e Lo membrana

A\ M,(-- ~ 9l - .o .+ + _endossomal

INS)) o e
G e (el R -1
Intemnalizagao » X P .
do lipossomo = 4 - ., Fusiocoma
v ~* % membrana
-

plasmatica

Figura 9 - Possiveis vias de liberagdo do farmaco do lipossomo. Fonte: KAMPS;
SCHERPHOF, 2003.

Existem varias vias endociticas através das quais os lipossomos podem ser
internalizados pelas células (HUTH; SCHUBERT; PESCHKA-SUSS, 2007):
- Endocitose mediada por receptor. a membrana celular possui depressdes revestidas por

clatrina, que concentram proteinas (receptores) para internalizagéo. Apos ligagdo com o



63

receptor, formam-se vesiculas revestidas que sao transportadas para o interior da célula.
Esse processo de formagdo e internalizacdo das vesiculas ocorre continuamente,
permitindo o transporte do conteudo da vesicula formada para o interior da célula, onde se
funde com outras vesiculas a fim de formar os endossomos;

- Endocitose mediada por cavéolos: invagina¢gdes na membrana plasmatica contendo
principalmente uma proteina denominada caveolina, permitem a internalizacdo de
substancias e particulas de forma semelhante a descrita acima. Porém, nesse caso as
substéncias internalizadas escapam do sistema endossomal podendo ser entregues em
outros compartimentos;

- Fagocitose: realizada principalmente por fagocitos “profissionais” como neutrdfilos,
macrofagos e células dendriticas. Essas células produzem expansdes da membrana
plasmatica (pseuddépodes) que envolvem as particulas internalizando-as;

- Macropinocitose: ocorre de forma semelhante a fagocitose mas pode ser realizada por
varios tipos de células mediante estimulo de particulas (HUTH; SCHUBERT; PESCHKA-
SUSS, 2007).

Lipossomos obtidos a partir de componentes virais, como lipides e proteinas de
membrana (denominados virossomos) (DAEMEN et al., 2005), ou obtidos através da fusao
de lipossomos com virus inativados (KUNISAWA; NAKAGAWA; MAYUMI, 2001) sao
também utilizados para a entrega de farmacos no interior das células. Nesses casos, a
fusogenicidade € de extrema importancia para a atividade do farmaco (DAEMEN et al.,
2005). A fusao dos lipossomos com a membrana endossomal (fusogenicidade), que
permite a liberagcdo do farmaco no citosol, pode ser promovida por lipides capazes de
formar a fase hexagonal de tipo 2. Lipossomos contendo fosfatidiletanolamina como o
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) s&o exemplos tipicos (BRGLES et al., 2009; FORIER et
al., 2014).

Apesar de a endocitose ser o principal mecanismo através do qual o farmaco é
liberado dos lipossomos, 0 primeiro passo para sua internalizacdo é a ligagdo das
nanoparticulas a membrana celular. Esta ligagdo é muito influenciada pela carga elétrica
superficial, mais especificamente a razdo de carga entre lipossomo e célula (DAN, 2002).
Geralmente, lipossomos carregados positivamente se ligam em maior extensao as células
por causa de interagdes eletrostaticas com a superficie celular carregada negativamente, o
que possivelmente induz a endocitose (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002;
DUAN; LI, 2013; FORIER et al., 2014).

Polimeros como o PEG aumentam o tempo de circulagdo dos lipossomos, mas
podem melhorar ou prejudicar a sua interagdo com as células, podendo comprometer sua
captacao, dependendo da concentracao utilizada. (DUAN; LI, 2013; POZZI et al., 2014). A
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espessura da camada de PEG também influencia esses efeitos (BOROWIK et al, 2005;
DAN, 2002).

Além disso, o acoplamento de um ligante ao polimero promove a interacdo da
vesicula com um receptor de superficie celular e a endocitose mediada por receptor.

O tamanho das vesiculas também afeta sua captacao pelas células e a forma e via

como os lipossomos sao endocitados (DUAN; LI, 2013).

5.10 Quantidade de farmaco encapsulado

Conforme ja descrito, uma agado terapéutica eficaz depende da concentragao
adequada do farmaco no local alvo. Para que esse objetivo seja atingido, varios fatores
devem ser considerados, conforme discutido nos itens anteriores. Porém, todos os esforgos
nesse sentido serdo em vao se nao houver a quantidade suficiente de farmaco
encapsulado dentro das vesiculas, uma vez que essa é a condigao inicial para se obter a
acao terapéutica desejada.

Um dos critérios para se ter sucesso no direcionamento do farmaco para o tecido
alvo é ser capaz de encapsular uma grande quantidade de farmaco (RUENRAROENGSAK
et al., 2010). O processo produtivo, mais especificamente a forma com que o farmaco é
encapsulado, determina a quantidade de farmaco incorporada. Para farmacos anfipaticos,
que sao bases fracas ou acidos fracos, a técnica de encapsulamento em lipossomos pré-
formados, utilizando gradiente eletroquimico transmembrana é atualmente a principal forma

para se alcangar uma alta taxa de encapsulamento (ZUCKER et al., 2009).

6. FATORES QUE AFETAM A TOXICIDADE DE MEDICAMENTOS LIPOSSOMAIS
INJETAVEIS

Apesar de os lipossomos serem reconhecidos por sua elevada biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, as formulag¢des lipossomais podem gerar toxicidades
nao encontradas com a administracdo do farmaco livre. As causas podem ser uma
biodistribuicdo diferente do farmaco, com resultado do acumulo dos lipossomos em 6rgaos
diferentes ou toxicidades especificas do carreador devido, por exemplo, ao tamanho das
vesiculas, aos seus constituintes e a seus produtos de degradacéo.

A figura 10 traz um diagrama de causa e efeito (Ishikawa) contendo os fatores que
impactam a toxicidade de uma formulagao lipossomal injetavel.A estabilidade fisico-quimica
da formulacao é um dos fatores que influencia a sua toxicidade. Porém, isso ndo sera

abordado nesse item uma vez que ha uma discussao a parte sobre o tema no item 7. Assim,
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os fatores que influenciam a estabilidade da formulagdo ndo serdo apresentados como

fatores que influenciam a toxicidade.

6.1 Embolismo

A possibilidade da ocorréncia de embolismo esta essencialmente relacionada ao
tamanho das vesiculas ou a sua agregagéo. Conforme descrito no item 7.1.1, uma
formulagao esta sujeita a agregagao em razéo de instabilidade fisico-quimica tanto durante
0 processo produtivo, quanto durante o periodo de armazenagem do produto. Também
pode ocorrer instabilidade plasmatica. Os lipossomos podem formar microagregados,
principalmente se consituidos de lipides neutros, o que pode causar oclusdo da
microvasculatura pulmonar e cerebral e embolia apds injecdo intravenosa, uma vez que
usualmente estes sdo os primeiros locais com vasos sanguineos pequenos encontrados
(TOLENTINO et al., 2004; BIGBY, 2003).

No caso de emulsdes lipidicas injetaveis, a farmacopéia americana estabelece um
limite de tamanho de particula de 5um (UNITED STATES PHARMACOPEIA AND
NATIONAL FORMULARY, 2014).

Lipossomos carregados negativamente interagem com plaquetas de forma dose-
dependente formando agregados que podem se acumular em érgaos como o0 pulmao
(OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002).

A embolia pulmonar € um dos eventos adversos identificados pos-comercializagéo
do Doxil (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2014c), e este efeito também consta na
bula do Abelcet (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2014b).

A composicao lipidica dos lipossomos, especialmente no caso dos catidnicos,
influencia sua interagdo com os eritrécitos, podendo induzir a fusdo desses ultimos e
consequentemente ocasionar embolia pulmonar (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA,
2002; WOJEWODZKA; PAZDZIOR; LANGNER, 2005).

Componentes de revestimento como o PEG, presentes em concentracbes
adequadas, evitam agregacao dos lipossomos, conforme descrito no item 7.1.4, porém em

grandes quantidades podem favorecer a formag¢ao de microagregados.
6.2 Reagoes dérmicas/mucosites
A peguilagdo diminui o reconhecimento dos lipossomos pelo sistema

reticuloendotelial, aumentando seu tempo de circulagdo e consequentemente reduzindo

sua eliminacao do organismo. Isso contribui para a eficiéncia da acdo do farmaco, mas
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pode também aumentar a incidéncia de algumas reagdes adversas. Dependendo do seu
tamanho, as vesiculas podem extravasar através de espacos mais largos existentes entre
as células endoteliais, encontrados tipicamente nos vasos que irrigam regides tumorais .
Podem também extravasar em outras areas com alteracao da permeabilidade microvascular
devido a sua fragilidade, como o que ocorre quando vasos sao danificados por meio de
friccbes repetidas ou traumas, o que propicia o extravasamento das vesiculas para os
tecidos circundantes, permitindo a acdo do farmaco nessa regido e consequente toxicidade
cutanea. Quanto maior o tempo de circulagdo proporcionado por componentes de
revestimento, como o PEG, maior a chance de ocorrer tal extravasamento. Exemplos de
regides onde é passivel a ocorréncia de tal efeito sdo a palma das maos, planta dos pés,
axilas, e outras superficies sujeitas a fricgdo ou calor (CHARROIS; ALLEN, 2003; O'BRIEN
et al.,, 2004; KIM et al., 2005; MANGILI et al., 2008; CHANG; YEH, 2012; GABIZON;
SHMEEDA; GRENADER, 2012).

6.3 Hipersensibilidade

As reacgbes de hipersensibilidade observadas com alguns medicamentos
lipossomais, como dispnéia, taquipnéia, calafrios, dor no peito e nas costas, hipo e
hipertensdo, também denominadas reacgbes infusionais, acontecem apds a primeira
exposicao ao medicamento lipossomal, sem uma sensibilizacdo anterior. Essas reacgoes
sdo atribuidas a ativacdo do sistema do complemento pelas vesiculas lipossomais em
individuos sensiveis, e sao denominadas pseudoalergia relacionada a ativagao do sistema
do complemento (CARPA) (SZEBENI et al., 2002; MOGHIMI; HAMAD, 2008).

O sistema do complemento € composto de varias proteinas séricas sollUveis que
possuem fungdes Unicas e envolve uma cascata de reacdes que resulta em permeabilidade
vascular aumentada, atracdo de leucécitos para o local de inflamacido e aumento de
fagocitose e lise celular (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002). Lipossomos com
fosfolipides insaturados podem ativar o sistema do complemento de forma mais potente
que os fosfolipides saturados. Lipossomos carregados positivamente como os lipoplexos ou
negativamente, podem ativar o sistema do complemento, enquanto lipossomos neutros
mostram ativagdo de menor intensidade (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002;
SZEBENI et al., 2002;HOET et al., 2009; LETTIERO et al., 2012; QIAN; LI; ZUO, 2012).

Varios estudos demonstram a ativagcdo do sistema do complemento apods
administragdo de produtos lipossomais como Doxil e Ambisome, sendo que as reacdes
infusionais sdo proporcionais a dose de lipides administrada (CHANAN-KHAN et al., 2003;
SZEBENI et al., 2012). Além disso a morfologia do lipossomo, como demonstrado para o

Doxil, e o tamanho das vesiculas podem influenciar a ativagdo do complemento (SZEBENI,
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2005; BARENHOLZ, 2012). Quanto maiores os lipossomos, mais eficiente é essa ativagao,
provavelmente pela maior area superficial disponivel para reconhecimento do sistema do
complemento (HARASHIMA et al., 1996).

Moléculas que apresentam epitopos repetitivos ou que contém porgdes amina e
hidroxil como no caso do revestimento polimérico dos lipossomos com glicoproteinas e
PEG por exemplo, também favorecem a imunogenicidade e ativagdo do sistema do
complemento (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002; MOGHIMI et al., 2011;
GABIZON; SHMEEDA; GRENADER, 2012; LETTIERO et al., 2012).

Uma outra forma de ativacdo é a producdo de anticorpos apds administracoes
repetidas, como o que ocorre com lipossomos peguilados. Nesse caso ha producéo de
anticorpos anti-PEG que ativam o sistema do complemento acelerando o processo de
eliminagao dos lipossomos da corrente sanguinea (fendmeno ABC) (BUYENS et al., 2012).
A configuracdo do polimero de revestimento pode influenciar essa ativagdo. Aumentando a
densidade da cadeia do PEG por exemplo, da configuragao “cogumelo” para a configuragcao
“‘escova”’, ha uma reducao dos produtos da ativacdo do complemento (ZASADZINSKI,
2011).

6.4 Acumulo de farmaco e outros efeitos indesejados em 6rgaos nao alvo

Uma grande porcentagem dos lipossomos convencionais injetados por via
intravenosa é removida da circulagao pelas células do RES, especialmente pelas células
de Kupffer no figado (PARNHAM; WETZIG, 1993). As vesiculas lipossomais podem
apresentar acumulacdo aumentada no figado, principalmente com o aumento do seu
tamanho (PARNHAM; WETZIG, 1993; OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002;
BUYENS et al., 2012). No entanto, a distribuicdo dos lipossomos depende também da sua
composigao lipidica. Foi demonstrado acumulo de lipossomos de 400nm contendo
fosfatidilserina (PS) nos hepatdcitos de ratos apods injegcéo intravenosa, o que ndo ocorreu
com lipossomos do mesmo tamanho contendo fosfatidilglicerol (KAMPS; SCHERPHOF,
2003).

Por outro lado, lipossomos de aproximadamente 300nm ou maiores tendem a
acumular no bago, assim como lipossomos peguilados (OPANASOPIT; NISHIKAWA;
HASHIDA, 2002; KAMPS; SCHERPHOF, 2003).

Geralmente, quanto menor a razéo farmaco-lipide maior a toxicidade da formulacao
lipossomal. Para uma dose constante do farmaco, a diminuicdo da razao farmaco-lipide
resulta em aumento da dose de lipide. Tal aumento pode levar a uma maior longevidade
dos lipossomos na circulacdo, o que também pode aumentar o acumulo do farmaco livre

em 0rgaos e tecidos associados a toxicidade (MAYER, 1989).
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6.5 Alta concentracao da droga livre no plasma

Um motivo de alta concentragdo de farmaco livre na circulacado é se este estiver
presente na formulacdo sob a forma nado encapsulada. A etapa de remocgao do farmaco
livre, através por exemplo de ultrafiltragdo, ultracentrifugagcédo, cromatografia por exclusdo
de tamanho, é critica, e se nao for realizada de forma satisfatoria, ou seja, se algum dos
parametros operacionais apresentar desvios, se as instrugbes nao forem corretamente
seguidas ou se a etapa nao tiver sido validada, pode haver na formulagdo uma
concentracdo de farmaco livre maior que a estabelecida, o que pode culminar em
toxicidade para tecidos nao alvo.

Além disso, se a concentracdo de PEG utilizada for maior que a requerida, podem
existir micelas na formulacdo concomitantemente aos lipossomos, o que aumenta a
permeabilidade da membrana e possibilita a presenca de droga livre na formulacao
(POOLE JR.; OWENS, 2003; SANDSTROM; JOHANSSON; EDWARDS, 2007; BUYENS et
al., 2012).

No entanto, ainda que reste somente farmaco encapsulado apdés a etapa de
separagao, é preciso garantir que a formulacdo se mantera estavel durante seu prazo de
validade. Como descrito no item 7.4.1.1, varios fatores podem influenciar a liberagao
indevida do farmaco na formulagéo durante esse prazo.

Outro grande desafio no que se refere a manutencdo do farmaco encapsulado, é
manter os lipossomos integros na circulagdo sanguinea. A instabilidade plasmatica é a
principal razdo de liberacao precoce do farmaco, sendo que os fatores que a influenciam
foram descritos no item 5.1. E importante notar que a liberagdo precoce do farmaco
também esta relacionada a forma com que este se encontra no interior da vesicula, uma
vez que somente o farmaco solubilizado sera capaz de atravessar a bicamada
(ZHIGALTSEVA et al., 2005).

6.6 Alteracoes celulares (hemodlise, agregacao celular, etc)

Conforme descrito no item 6.1, a composicao lipidica e a presenca de carga nos
lipossomos exerce forte influéncia nas interagbes com componentes plasmaticos, podendo
provocar toxicidade (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002).

Lipides e componentes néo fosfolipidicos que conferem carga negativa ao
lipossomo podem exercer efeitos indesejados no organismo como aumento da agregacgao
de trombdcitos apds administragéo intravenosa (PARNHAM; WETZIG, 1993).

Pode haver transferéncia de fosfolipides da bicamada lipidica dos lipossomos para

células como os eritrocitos (células sanguineas mais numerosas), o que pode causar
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desestabilizacdo da membrana celular e consequentemente agregagao e fusdo destes
(NISHIYA; LAM, 1995).

Lipossomos carregados positivamente (lipoplexos) também tém grande propensao
para interagir com as células. A composicao lipidica influencia essa interacao, por exemplo,
lipoplexos compostos de lipides que conferem a bicamada uma estrutura rigida e estavel,
nao induzem a fusdo dos eritrocitos. Ja os lipides que propiciam maior fluidez a membrana
induzem essa fusdo, aumentando a citotoxidade dos lipossomos (OPANASOPIT;
NISHIKAWA; HASHIDA, 2002).

7. FATORES QUE AFETAM A ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS LIPOSSOMAIS
INJETAVEIS

Conforme descrito até aqui, pode-se concluir que a tarefa de produzir um
medicamento lipossomal com qualidade adequada nao € simples. Varios fatores
influenciam sua eficacia e seguranca e devem ser considerados durante o processo
produtivo.

As formulacdes lipossomais podem trazer muitos beneficios para o paciente, porém
podem ocorrer efeitos danosos se houver mudangas imprevistas ou indesejadas na
qualidade e desempenho do produto (XU; BURGESS; KHAN, 2012).

Uma das principais etapas limitantes do uso dos lipossomos € a sua estabilidade
quimica e fisica. Os efeitos produzidos por eventuais problemas de estabilidade afetam o
comportamento in vivo dos lipossomos (RUOZI et al., 2005). Uma vez desenvolvida para
ser disponibilizada no mercado, a formulagao lipossomal deve ser estavel durante todo o
periodo de armazenagem mantendo suas caracteristicas antes de atingir o tecido alvo e
produzir sua ac¢ao. Nas ultimas trés décadas, foi dada uma atencao consideravel ao estudo
e a otimizacdo da estabilidade dos lipossomos, mas ainda ha muito trabalho para se
alcancgar condicOes ideais para sua aplicacao (YADAYV et al., 2011).

A figura 11 traz um diagrama de Ishikawa contendo os fatores que impactam a
estabilidade de uma formulacgao lipossomal injetavel.

A estabilidade da formulacao lipossomal pode ser classificada em fisica, quimica e
bioldgica, sendo que todas estéo inter-relacionadas. A estabilidade de prateleira (shelf life)
dos lipossomos € determinada pela estabilidade quimica e fisica (YADAV et al., 2011). Uma
maior estabilidade da bicamada (em termos de retengdo do farmaco pelas vesiculas),
favorece um maior tempo de meia vida do farmaco na circulagdo. Quando se trata da
estabilidade de sistemas de liberacdo de farmacos lipossomais, ha dois aspectos

importantes a serem considerados: os componentes da bicamada lipidica podem sofrer
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degradacédo quimica por hidrolise ou oxidagdo e a estrutura dos lipossomos pode ser
afetada por processos fisicos como ggregagéo/ floculacao e fusdo/ coalescéncia. A
ocorréncia desses fendmenos resultam em diminuicdo da qualidade dos produtos
lipossomais (ZHANG; PAWELCHAK, 2000; YADAV et al., 2011).

A estabilidade quimica e fisica dos lipossomos esta intimamente relacionada a
presenca de bicamadas lipidicas mecanicamente fortes e bem empacotadas, o que reduz o
acesso de agentes oxidantes e hidrolisantes (ZHANG; PAWELCHAK, 2000).

Como os lipides usualmente formam a espinha dorsal da bicamada, sua estabilidade
€ muito importante (YADAV et al., 2011). Transformagbes quimicas e fisicas desses lipides
podem mudar a estrutura do sistema lipossomal, o tamanho e distribuicdo de particulas, a
capacidade de encapsulamento com liberacdo precoce do farmaco, as propriedades
interfaciais e o seu comportamento in vivo (GRIT; CROMMELIN, 1993a; HEURTAULT et al.,
2003).

Para evitar os problemas de degradacao dos fosfolipides, em algumas situacoes
estes sdo substituidos por surfactantes ndo i6nicos em formulagdes denominadas
niossomos (KAZI et al., 2010). Porém este tipo de vesicula ndo esta sendo abordada neste
trabalho principalmente pelo fato dos surfactantes serem geralmente mais téxicos que os

fosfolipides.
7.1 Agregacao (floculagao):
7.1.1 Por que ocorre

A agregacédo consiste na formagédo de estruturas maiores de material lipossomal (figura
12). Essas unidades ainda sdo compostas de lipossomos individuais. Em principio esse
processo € reversivel, com aplicacdo de forcas de cisalhamento leves, mudanca da
temperatura ou quelando os ions metalicos que podem ter iniciado a agregacao (YADAYV et
al., 2011).

Quando em dispersdes aquosas, forcas de atracdo entre as vesiculas (em geral
forgcas de Van der Waals) fazem com que elas se agreguem (HEURTAULT et al., 2003). A
formacao de agregados lipossomais € um fendmeno natural e inevitavel para membranas
que nao possuem carga elétrica liquida (GRIT; CROMMELIN, 1993a; SWAROOP KUMAR,
2011) ou estabilizagéo estérica.

A carga elétrica superficial dos lipossomos € um importante parametro que gera um
potencial elétrico de superficie responsavel pelas interacbes eletrostaticas entre as

vesiculas e as moléculas, particulas e superficies ao seu redor.
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Figura 12: Microscopia eletrobnica de criofatura de vesiculas lipossomais contendo DPPC

(dispersdo aquosa). A imagem a esquerda mostra as vesiculas integras, homodispersas. Na
imagem a direita, as setas A e B indicam respectivamente as vesiculas agregadas e fundidas.
Fonte: KOMATSU; OKADA, 1995.

Esse potencial é determinado ndo somente pela estrutura dos componentes da bicamada,
mas também pela composicdo do meio aquoso, incluindo pH e forga ibnica (GRIT;
CROMMELIN, 1993a; VAN BALEN et al., 2004; FRANZEN; @STERGAARD, 2012).

Mesmo lipossomos providos de carga liquida podem sofrer agregagdao quando se
encontram num meio aquoso com alta concentracao de eletrdlitos (alta forga ibnica), uma
vez que estes podem exercer um efeito de blindagem da carga dos lipossomos
favorecendo sua agregacéo (GRIT; CROMMELIN, 1993a; BARALDO et al., 2002).

Durante a etapa de congelamento do processo de liofilizacédo, os cristais de gelo
formados podem causar um estresse mecéanico na bicamada lipossomal, alterando a sua
organizacao estrutural e tornando-a propensa a agregac¢ao. Na etapa de desidratagao, o
aumento abrupto da concentragdo de soluto pode induzir degradagdo quimica dos
lipossomos (STARK; PABST; PRASSL, 2010; IZUTSU; YOMOTA; KAWANISHI, 2011).
Dessa forma o uso insuficiente, inadequado ou a nao utilizagdo de crioprotetores (em
geral agucares como trealose e sacarose) durante o processo de liofilizagcado favorece o
processo de agregacgao das vesiculas (ENGEL et al., 1994; JONGE et al., 2007).

7.1.2 n énci

A agregacaoffloculagéo resulta na variacdo da carga elétrica e do tamanho dos
lipossomos, duas propriedades que possuem um importante papel no direcionamento de
farmacos, e na interagdo com células e componentes plasmaticos (ALONSO et al., 1995;
LIAN; HO, 2001;YADAV et al., 2011).

A distribuicdo de tamanho das particulas € uma caracteristica chave para o sistema

carreador do farmaco. Sua biodistribuicdo, o acesso aos tecidos alvo, o tempo de
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circulagdo dos lipossomos na corrente sanguinea, bem como potencial toxicidade sao
dependentes dessa caracteristica (LIAN; HO, 2001; FRANZEN; GSTERGAARD, 2012).

7.1.3 Como detectar

Quando ocorre esse fenbmeno, as particulas apresentam um aumento do seu
didametro. O aumento da proporgao de particulas de maior tamanho ao longo do tempo
pode ser um indicador de instabilidade fisica. Mudancas na intensidade da luz espalhada,
no raio hidrodinamico e distribuicdo de tamanho evidenciam as interacdes intervesiculares
como a agregacao (XIA; SUN; LIANG, 2014).

Ha diferentes métodos para detectar essa alteracdo de tamanho conforme descrito
no item 9.1.

O potencial zeta também pode ser utilizado para monitorar o processo de
agregacao. Quase todas as particulas em contato com um liquido adquirem carga elétrica
na sua superficie gerando um potencial elétrico chamado de potencial zeta. A agregacgao/
fusao altera o perfil eletrostatico da formulacéo, alterando o potencial zeta. Os detalhes

dessa técnica sdo discutidos no item 9.2.

714 mo evitar

Existem dois mecanismos basicos que contribuem para a estabilidade de uma
dispersao coloidal: repulsdo estérica e repulsao eletrostatica. A estabilizagdo estérica
envolve a adicdo de polimeros a superficie lipossomal, o que evita o contato entre as
particulas. A estabilizacao eletrostatica é o efeito da repulsao eletrostatica das particulas
em razao da distribui¢cdo de cargas no sistema.

As forgas de Van der Waals promovem a atracao entre os lipossomos, enquanto a
repulsao eletrostatica promove o efeito contrario. Assim, a presenca de forgas eletrostaticas
repulsivas, proporcionadas pelo aumento da densidade de carga na superficie lipossomal
(ALONSO et al.,, 1995; SWAROOP KUMAR, 2011), e a redugdo da concentragdo de
eletrolitos (NACKA et al., 2001), permitem uma estabilizagdo da formulagéo. Ou seja, para
vesiculas n&o estabilizadas estericamente, quanto maior a densidade de carga na
superficie lipossomal proporcionada pelos lipides carregados incorporados a bicamada,
maior o valor do potencial zeta e menor a propensdo a agregagcao. O aumento da
concentragao de eletrdlitos no meio aquoso da formulagéo exerce um efeito de blindagem
das cargas da superficie lipossomal, reduzindo a repulsédo eletrostatica e favorecendo a

agregagao. De forma contraria, um meio aquoso com baixa forga iGnica propicia um
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aumento de repulsdo entre as particulas (GRIT; CROMMELIN, 1993a; HUPFELD et al.,
2010).

A viscosidade do meio também influencia a agregacédo das vesiculas lipossomais,
sendo que o seu aumento tende a evitar a agregacao (ALONSO et al., 1995).

Ja no caso da estabilizagdo estérica, a incorporagcédo de lipides conjugados com
polimeros hidrofilicos na superficie lipossomal, forma uma camada adicional de hidratagao,
reduzindo as forgas atrativas entre as vesiculas e aumentando as forgas repulsivas
proporcionadas pela hidratagdo, por forgas eletrostaticas e pelo fator estérico (LIAN; HO,
2001; GARBUZENKO; BARENHOLZ; PRIEV, 2005; OWEN; STRASTERS; BREYER,
2005). A incorporagdo desses polimeros geralmente produz um efeito de blindagem da
carga superficial, o que tende a reducao de repulsao eletrostatica e diminui¢do do potencial
zeta. Porém a estabilizacdo das vesiculas se da de forma fisica, sendo que a espessura da
superficie polimérica € um fator determinante para que o contato entre membranas
lipossomais vizinhas seja dificultado (YAROSLAVOV et al.,, 2011). Varios estudos tém
determinado o tamanho 6timo do polimero hidrofilico bem como sua densidade 6tima na
superficie lipossomal a fim de obter maior estabilidade da formulacao (GARBUZENKO;
BARENHOLZ; PRIEV, 2005).

Uma outra forma de melhorar a estabilidade fisica e quimica das formulacdes
lipossomais é através de remogado da agua. O processo mais comumente utilizado para
este fim é a liofilizagao ou freeze-drying, que consiste em remover a dgua de uma amostra
congelada através de sublimagao sob vacuo (SAETERN et al., 2005; ABDELWAHED et al.,
2006).

Os parametros da liofilizagdo devem ser ajustados para cada formulagdo. A
temperatura, pressao e tempo de liofilizacdo afetam a qualidade do produto final. Além
disso, devem ser utilizados crioprotetores em quantidades suficientes para evitar mudancas
na distribuicdo do tamanho de particulas durante o processo (CHEN et al., 2010). O efeito
dos crioprotetores, como os acucares trealose e sacarose, esta relacionado a habilidade de
interacao direta destes com a cabeca polar dos fosfolipides através da formacgao de pontes
de hidrogénio no lugar da agua. Como nao cristalizam, os crioprotetores formam uma
matriz amorfa em torno das vesiculas durante a etapa de congelamento substituindo os
cristais que seriam formados pela agua e evitando a danificagdo da bicamada lipidica e
consequentemente a agregacgao e a fusao dos lipossomos. O tipo e a quantidade utilizada
do crioprotetor, considerando a razao lipide:crioprotetor, afetam o efeito de protecao
(KOUDELKA et al., 2010; STARK; PABST; PRASSL, 2010).
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7.2 Coalescéncia (Fusao)

7.2.1 Porque ocorre

A coalescéncia/fusao de lipossomos corresponde a reorganizagdo da membrana
lipidica com relocacao de moléculas individuais apds aproximagao de duas vesiculas a uma
distancia de poucos nandémetros, perturbacao local da estrutura da bicamada e mistura do
conteudo dos compartimentos lipossomais, formando uma nova estrutura coloidal (figura
12)(GRIT; CROMMELIN, 1993a; CEVC; RICHARDSEN, 1999; MARTENS; MCMAHON,
2008; MIRJANIAN et al., 2010; MARSDEN; TOMATSU; KROS, 2011).

A presenga de agregacao pode acelerar o processo de fusdo dos lipossomos
(YADAV et al., 2011), mas diferentemente do que ocorre na agregagao, forcas de atragéo
de van der Waals nao sao suficientes para desencadear o processo de fusdo das vesiculas
(KOMATSU; OKADA, 1995). A fusdo é um processo irreversivel e os lipossomos nao
podem ser recuperados, sendo que a estrutura original do lipossomo é definitivamente
perdida (GRIT; CROMMELIN, 1993a; YADAV et al., 2011).

O tamanho e o tipo de lipides utilizados influenciam a ocorréncia de fuséo.
Lipossomos particularmente com tamanho inferior a 100nm, especialmente quando obtidos
por métodos que envolvem alta energia de cisalhamento, sao propensos a fundir-se para
reduzir a tensao superficial (PORNPATTANANANGKUL et al., 2010). Os lipides podem ter
caracteristicas fusogénicas dependendo de sua natureza. O DOPC por exemplo € mais

fusogénico que o DPPC (MIRJANIAN et al., 2010).

Lipides que adotam configuracéo de fase hexagonal inversa, promovem a fusao da

bicamada lipidica. O DOPE por exemplo forma essa fase em temperaturas acima de 10°C
e, portanto, nao forma bicamada em temperatura fisiolégica. A incorporagcdo de DOPE na
membrana de lipossomos consequentemente favorece a fusdao dos lipossomos com as
membranas bioldgicas (STERNBERG et al., 1998; HEURTAULT et al., 2003).

Temperaturas proximas a transicao de fase dos lipides propiciam a coexisténcia de
regides nas fases gel e liquido-cristalina, o que acelera a interagdo e fusdo entre as
membranas (XU; BURGESS; KHAN, 2012a).

Durante o processo de liofilizagdo, o uso insuficiente, inadequado ou a nao
utilizagdo de crioprotetores favorece o processo de fusao das vesiculas (ENGEL et al.,
1994; JONGE et al., 2007).
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7.2.2 n énci

As consequéncias da fusdo das vesiculas sao semelhantes ao que ocorre na
agregacao (vide item 7.1.2). Em acréscimo, a fusdo dos lipossomos usualmente é
acompanhada pela liberagdo dos componentes encapsulados na fase aquosa para 0 meio
externo (YAROSLAVOV et al.,, 2011) o que altera completamente e farmacocinética do
produto.

O farmaco encapsulado no lipossomo deve ser liberado precisamente no tecido
alvo em um determinado tempo apds a sua administracdo para melhorar seu indice
terapéutico e minimizar a toxicidade para células e tecidos normais. Assim, a perda do
farmaco associado ao lipossomo resulta em toxicidade potencial para células e tecidos

normais, bem como diminuigao da eficacia terapéutica.( QIN et al., 2011).

1.2.3 Como detectar

Para detectar a fusdo de membranas em geral, deve ser avaliada a mistura dos
lipides das membranas ou a mistura/liberacdo do conteudo aquoso das vesiculas fundidas
(VICOGNE; PESSIN, 2008). A fusdo entre lipossomos resulta ainda em aumento do
didmetro hidrodindmico das vesiculas, que também pode ser verificado com uso das
técnicas descritas no item 9.1. No entanto, essas técnicas nao sao capazes de distinguir
entre fusdo e agregacdao (KOMATSU; OKADA, 1995). Assim, a fim de confirmar a
ocorréncia de fusao outras técnicas devem ser usadas como as de microscopia eletrbnica
(MARSDEN; TOMATSU; KROS, 2011).

7.24 mo evitar

Uma vez que vesiculas menores sao mais propensas a fundir-se, as etapas
produtivas responsaveis pela reducao e calibragcdo do tamanho das vesiculas sao criticas.
A homogeneizagdo em alta pressédo € a técnica mais utilizada para este fim. A pressao
utilizada, o numero de ciclos ou passagens do produto pelo equipamento influenciam o
tamanho e a distribuicdo de tamanho das vesiculas. (BRANDL et al., 1993). Portanto, esses
parametros devem ser controlados. Caso seja utilizada técnica de extrusdo, a membrana
deve ter tamanho de poro adequado e homogéneo lote a lote (MORTON; SALUDES; YIN,
2012).

Para ocorrer a fusao deve haver uma intima aproximagao entre as vesiculas e as

bicamadas devem de alguma forma ser desestabilizadas sob alguma acgao de estresse
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(MARTENS; MCMAHON, 2008), as medidas para evitar agregagéo (mencionadas no item

anterior), hidrélise e oxidagao (mencionadas nos itens seguintes), também evitam a fuséao.

7.3 Degradacéao

Existem duas vias de degradagao que podem limitar a estabilidade da formulagao

lipossomal: a hidrolitica e a oxidativa.

7.3.1 Hidrdlise lipidica

L32.1.1 Porque ocorre

As membranas lipossomais séo constituidas principalmente de glicerofosfolipides,
que sdo sensiveis a hidrolise das ligagdes ésteres que unem os acidos graxos ao glicerol
(HEURTAULT et al., 2003; SWAROOP KUMAR, 2011). Os LPLs sao os produtos primarios
dessa hidrélise (GRIT; CROMMELIN, 1992) que podem ser posteriormente hidrolisados a
glicerofosfatos (GPCs) e acidos graxos livres (ZHANG; PAWELCHAK, 2000; SWAROOP
KUMAR, 2011), sendo que o acido glicerofosférico € o produto final (SWAROOP KUMAR,
2011).

A hidrélise é catalisada em presenca de acidos e bases (ZUIDAM; CROMMELIN,
1995; JESORKA; ORWAR, 2008). Portanto, em geral, valores de pH nao fisioldgico
promovem a hidrdlise lipidica que também ¢ influenciada pela temperatura, carga elétrica
superficial dos lipossomos e a composi¢cao do meio (ZUIDAM; CROMMELIN, 1995; VAN
WINDEN; CROMMELIN, 1997; MOOG et al., 2000).

A taxa de hidrdlise € uma funcado do pH da superficie do lipossomo, o que depende
nao apenas do pH da formulacdo mas também do potencial elétrico de superficie dos
lipossomos. Quando lipides carregados estdo presentes na bicamada, o pH da superficie
lipossomal é diferente do pH da formulacdo. A incorporagédo de lipides carregados na
bicamada gera um potencial elétrico de superficie que provoca uma redistribuicdo dos
cations e anions, incluindo prétons e ions hidroxila na interface bicamada - agua. Assim, o
pH da superficie lipossomal difere do pH da formulagdo (bulk) devido a esse efeito de
redistribuicdo. Essa diferenca depende da densidade de carga da superficie e composigao
do meio aquoso e pode ser calculada (GRIT; CROMMELIN, 1993a; ZUIDAM,;
CROMMELIN, 1995; MOOG et al.,, 2000; CROMMELIN; ZUIDAM, 2007; SWAROOP
KUMAR, 2011).
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Dispersdes que se afastam do pH 6,5 na interface lipossomal tanto na dire¢ao acida
quanto basica, tendem a apresentar um aumento na taxa de hidrdlise. No caso de
lipossomos neutros, este pH coincide com o pH da formulagéo (GRIT; CROMMELIN, 1992;
GRIT; CROMMELIN, 1993a; HEURTAULT et al., 2003; CROMMELIN; ZUIDAM, 2007;
SWAROOP KUMAR, 2011).

De forma geral, o aumento da temperatura e da concentracdo das espécies
quimicas na formulagdo favorecem a hidrolise (GRIT et al., 1989; GRIT; CROMMELIN,
1993a; DU PLESSIS et al., 1996; SWAROOP KUMAR, 2011).

As formulagdes lipossomais injetaveis devem ser estéreis, portanto devem passar
por um processo de esterilizagdo. Os métodos que utilizam calor ou radiagdo gama podem
propiciar hidrélise. Na radiagdo gama, quanto menor o tamanho de particula, maior a
propensao a danos causados pela degradacao dos lipides. A extensao dessa degradacao é
dependente da composicao liposomal (CROMMELIN; ZUIDAM, 2007).

731.2C A

A hidrélise dos fosfolipides € um dos maiores problemas para a estabilidade quimica
de dispersdes lipossomais. A formacao de quantidades substanciais dos produtos da
hidrélise pode levar a um aumento ou diminuicdo no tamanho de particula, aumento na
permeabilidade da bicamada lipidica e a varios efeitos toxicos (ZUIDAM et al., 1995; MOOG
et al., 2000).

Os LPLs nado adotam configuragdo de bicamada lipidica, mas se organizam em
estruturas micelares quando dipersos em agua (GRIT; CROMMELIN, 1992). Portanto a
formagdo de LPLs e acidos graxos pode alterar a organizagdo da bicamada, tornando-a
sensivel a fusdo e propensa a mudangas morfolégicas, 0 que aumenta a sua
permeabilidade e as chances de liberagao precoce do farmaco (GRIT; CROMMELIN, 1993a
;HEURTAULT et al., 2003).

L3.1.3 Como detectar

Os LPLs sao produtos intermediarios da hidrélise, portanto sua concentragdo nas
dispersdes lipossomais nao pode ser usada como unico parametro de monitoramento. Foi
demonstrado em muitos estudos que a taxa de conversdo dos lisofosfolipides nos seus
analogos glicerofosfatados € maior que a taxa de conversdo dos fosfolipides em
lisofosfolipides. Além disso, a concentragdo de lisofosfolipides pode atingir um nivel

estacionario depois de um periodo enquanto a hidrélise dos fosfolipides ainda acontece.
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Assim, a fim de se avaliar o processo de hidrolise, a concentragdo dos fosfolipides e de
todos os seus compostos de degradagéo, ou seja, LPLs, acidos graxos e GPCs deve ser
determinada (GRIT; CROMMELIN, 1993a; ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).

Um método preciso € a quantificacdo dos fosfolipides e LPLs por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) e os GPCs por analise de fosfato total apds extragédo

dos lipides. O grau de hidrdlise (%) é determinado da seguinte forma:

[fosfolipides]x 100%

100% —
% [fosfolipides] + [ LPL] + [GPC]

No entanto, para estimar niveis baixos de hidrélise, pode ser feita a determinacao de
acidos graxos livres, uma vez que estes compostos ndo sado hidrolisaveis (ZUIDAM; DE
VRUEH; CROMMELIN, 2003).

No caso de emulsées lipidicas injetaveis, a farmacopéia americana limita o nivel de
acidos graxos livres na formulacao (0,07 mEqg/g) (UNITED STATES PHARMACOPEIA
AND NATIONAL FORMULARY, 2014)

L3.1.4 Como evitar

Armazenamento em temperaturas baixas (4-6°C), ajuste do pH das dispersoes
préximo a neutralidade na interface lipossomal, diminuicdo da concentragao das espécies
quimicas dos tampdes sdo recomendados para evitar hidrolise (GRIT; CROMMELIN,
1993a; DU PLESSIS et al., 1996).

Conforme descrito no item 7.1.4, a remog¢ao de agua da formulagdo através da

liofilizagdo, contribui para sua estabilidade.

7.3.2 Oxidacéao

L2.2.1 Porque ocorre

Na presenca de iniciadores como oxigénio, temperatura, radicais livres, luz, agentes
fotosensibilizantes e ions metalicos, os lipides podem formar radicais livres, que sao
espécies quimicas contendo um elétron ndo emparelhado e portanto, altamente instaveis.
Na presenca de oxigénio esses radicais se estabilizam abstraindo um hidrogénio de outras

espécies quimicas, nesse caso outras moléculas de lipides, propagando o processo de
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oxidacdo de forma autossustentada conforme representado na figura 13 (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Lipides contendo acidos graxos insaturados sao os mais sensiveis a formagao de
radicais, uma vez que a insaturacao permite a deslocalizagao do elétron desemparelhado
remanescente ao longo da cadeia lipidica (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

LH __, L+H - +%0,  LOO- LOO-+LH  LOOH +L-
iniciador

Figura 13 — Representagao esquematica do processo de oxidagéo lipidica onde LH € o lipide e LOO"
o radical peroxido. A e B: Fase de iniciagdo em presencga do iniciador e oxigénio com formagéo dos
radicais. C: Fase de propagagéo autossustentada com o ataque a novas moléculas lipidicas. Fonte:
LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007.

No entanto, fosfolipides que contém cadeias saturadas também podem sofrer
oxidacdo em temperaturas elevadas. Exposi¢céo a radiagcéo eletromagnética ou presenca de
tracos de ions de metais de transicao iniciam a formacao de radicais na cadeia lipidica, com
a abstragdo de um atomo de hidrogénio (GRIT; CROMMELIN, 1993a).

De forma semelhante ao descrito no item 7.3.1.1, alguns processos de

esterilizacdo podem impactar a ocorréncia de oxidagao.

Os efeitos da oxidagcdo sdo semelhantes aos da hidrolise. O processo de
oxidagdo gera subprodutos de diferentes naturezas quimicas, que aumentam a
permeabilidade da bicamada (HEURTAULT et al., 2003), ocasionando perda do

material encapsulado, agregacao e modificacdo morfologica das vesiculas.

£.3.2.3 Como detectar

Uma das estratégias para se monitorar a degradagéo oxidativa de uma formulagao é
fazer o doseamento do substrato ndo oxidado, que geralmente envolve métodos
espectrofotométricos ou cromatograficos. Muitas substancias oxidaveis possuem estruturas
poliénicas conjugadas, com propriedades de absorgéo ou fluorescéncia no espectro UV-
VIS (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). A GC ¢é a técnica mais utilizada para
determinagdo quantitativa dos acidos graxos remanescentes ou nao oxidados dos
fosfolipides (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).
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De forma contraria a estratégia baseada na perda de substrato, pode-se analisar a
ocorréncia de oxidacdo através da formacgdo dos produtos primarios e secundarios. Os
hidroperéxidos sao considerados produtos de oxidagcdo primarios e as técnicas utilizadas
para sua determinacdo sao a determinagado de dienos conjugados por espectrometria no
ultravioleta e medigao iodométrica (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007;
JESORKA; ORWAR, 2008). Também existem metodologias para determinagao dos
produtos secundarios ou endoperoéxidos.

- Determinacdo de hidroperoxidos

A medicdo iodométrica é um dos métodos mais antigos para avaliar a oxidagéo
lipidica, sendo utilizado para quantificar os hidroperéxidos. Conforme esquematizado na
figura 14, em meio acido os hidroperoxidos reagem com o ion iodeto gerando iodo, que
pode ser titulado usando solugéo de tiosulfato de sédio em presenca de solugdo de amido
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007) ou pode ser determinado
espectrofotometricamente com leitura em ~353nm (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN,
2003). Esse método possui algumas desvantagens, pois € relevante somente para
amostras em que a oxidacao nao € muito intensa uma vez que pode haver decomposicao
dos hidroperéxidos. Além disso, exposicao a luz, a absorcdo de iodo pelos acidos graxos
insaturados e a formacao do iodo através da oxidacdo dos ions iodeto na presenca do
oxigénio ambiente podem interferir e levar a uma sub ou superestimacgao, dependendo do
caso. A presenca de agua nas formulagdes lipossomais também é um fator prejudicial a
essa técnica. Assim, torna-se necessaria uma extracao seletiva e quantitativa dos lipides
evitando a geragdo de hidroperéxidos ou sua decomposicdo durante a analise
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

ROOH + 2H*+ 2" —» |, + ROH + H,O
I, + 25,052 — S,065 +21°

Figura 14 - Reacgbes quimicas envolvidas no método iodométrico para quantificagdo de
hidroperoxidos. Fonte: LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007

Outro método utilizado para determinacdo dos produtos primarios da oxidacao é a
espectrometria no UV. Mais de 90% dos hidroperdxidos formados pela lipoperoxidacao
possui um sistema diénico conjugado resultante da estabilizacdo do radical pelo rearranjo
da dupla ligagcdo. Esses compostos relativamente estaveis absorvem na regido UV
(~235nm) formando um “ombro” no pico principal de absorgdo das duplas ligagdes nao
conjugadas (200-210nm) dos lipides ndo oxidados. Para melhorar a resolugéo entre esses

picos, extracéo sistematica dos lipides usando solvente organico antes da analise pode ser
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feita. Além disso, assim como no método iodométrico, & preciso garantir que a reagao de
oxidagado nédo atinja estagios avancados e que as condigdes do processo e temperatura
sejam suficientemente amenas para limitar a decomposi¢do do hidroperoxido (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

O método de oxidagdo do ion ferroso em laranja do xylenol (FOX) também é
utilizado para determinacdo de hidroperdxidos, e consiste na oxidacdo do Fe®" para Fe*
mediada pelos perdoxidos com formagdo de um complexo na presencga de laranja do xylenol
que pode ser determinado espectrofotometricamente (~560nm). Assim como descrito
anteriormente, é preciso evitar que a reacédo de oxidacao atinja estagios avangados durante
a analise (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).

- Determinacdo de endoperoxidos

Uma terceira estratégia para monitorar a degradacdo oxidativa € através da
determinacdo dos seus produtos secundarios, os endoperéxidos. O teste do acido
tiobarbitarico (TBA) envolve a reagdo do TBA com um aldeido (malondialdeido) produzido
pela decomposicao dos hidroperéxidos, que produz um cromoforo de cor avermelhada
com pico de absorcdo em ~532 nm (FORADADA et al., 2000).

As desvantagens desse método sdo: o malondialdeido se forma apenas a partir de
cadeias de acidos graxos que contém pelo menos trés ligagcdes duplas; o TBA nao reage
especificamente com o malondialdeido, podendo reagir com outros aldeidos, produtos de
degradacao de proteinas, acgucares, aminoacidos e acidos nucléicos. Além disso, o
malondialdeido ndo ocorre em muitos lipides oxidados (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007).

Um dos métodos mais antigos para determinacdo de produtos secundarios
provenientes do processo de oxidagao lipidica baseia-se na reacao entre a p-anisidina e os
produtos secundarios que contém carbonila aldeidica, levando a formag¢ao de uma base de
Schiff que absorve em 350nm. A resposta colorimétrica obtida varia conforme a extensao
da insaturacao do aldeido. Assim, mesmo em concentracdes idénticas, a resposta sera
mais intensa para aldeidos bi-insaturados que para aldeidos monoinsaturados. Além disso,
a p-anisidina reage com todos os aldeidos de forma semelhante ao que ocorre com o
método TBA (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Para quantificar compostos volateis derivados da decomposicdo dos
hidroperéxidos, pode ser usada GC. Alguns compostos sao altamente especificos da
oxidagdo degradativa de uma familia de acidos graxos poli-insaturados. Por exemplo,
propanal é o principal marcador da oxidagado de acidos graxos da familia n-3, enquanto
hexanal e pentanal sdo marcadores da familia n-6. Mas o método deve envolver a

avaliagdo de varios desses compostos. Para recuperar esses marcadores, pode ser usada
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a técnica de headspace (HS) associada a GC (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE,
2007).

L3.2.4 Como evijtar

A oxidac&o pode ser prevenida evitando-se o contato dos lipides com os iniciadores
do processo, trabalhando numa atmosfera de gas inerte como nitrogénio ou argbnio,
através da eliminagdo do oxigénio do recipiente que contém a formulagdo (SWAROOP
KUMAR, 2011), através da adigdo de antioxidantes ou pela selegao de fosfolipides com
cadeias acila saturadas (GRIT; CROMMELIN, 1993a ; HEURTAULT et al., 2003).

A adicdo de antioxidantes e quelantes pode garantir a estabilidade quimica
prolongada da formulagéo lipossomal (ZHANG; PAWELCHAK, 2000; SAETERN et al.,
2005).

Os agentes antioxidantes previnem a oxidagdo de duas formas: protegendo os
lipides dos iniciadores desse processo (com uso de agentes quelantes como EDTA no caso
de ions metalicos e acido citrico) (GRIT; CROMMELIN, 1993a; HEURTAULT et al., 2003 )
ou estagnando a fase de propagacgao da oxidacao, usualmente através da transferéncia de
um atomo de H para o radical livre responsavel pela propagacao da reagdo de oxidacao

(com uso de compostos fendlicos como o tocoferol — figura 15).

A—H+LO0O - A +LO0O—-H

Figura 15 — Representagao esquematica da agado antioxidante através da transferéncia de um atomo
de H do antioxidante A-H para o radical LOO" estagnando a fase de propagagéo do processo de
oxidagdo. Fonte: LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007.

A peroxidacao de fosfolipides nos lipossomos também pode ser minimizada pelo
uso de matérias-primas de alta pureza, livres de hidroperéxidos e ions de metais de
transicdo. O armazenamento em temperaturas baixas e protecédo contra luz também reduz
a oxidagao (GRIT; CROMMELIN, 1993a; HEURTAULT et al., 2003 ).

O uso de tampbes como HEPES e Tris tem um efeito protetor contra a peroxidacao
lipidica (GRIT; CROMMELIN, 1993a).
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7.4 Liberagao precoce do farmaco

Uma formulacao lipossomal bem sucedida deve atingir o tecido alvo na sua forma
intacta (NGUYEN et al., 2013).

Uma das causas de liberagdo precoce do farmaco é a degradagdo ou
desestabilizacdo da bicamada lipidica, que pode ocorrer devido a hidrolise e oxidacado dos
lipides ou a fusdo dos lipossomos, conforme discutido nos itens anteriores. Outro motivo
de liberacdo precoce do farmaco é sua alta difusdo através da bicamada lipidica, que pode

ser favorecida por varios fatores, descritos a seguir.

7.4.1 Alta taxa de difusdo do farmaco

L4.1.1 Porque ocorre

A composicao lipidica do lipossomo e o estado fisico da bicamada (gel ou liquido
cristalino) influenciam a perda do farmaco encapsulado. Fosfolipides insaturados
proporcionam menor densidade de empacotamento da bicamada, aumentando sua fluidez
e facilitando a liberagéao do farmaco (GRIT; CROMMELIN, 1993a; MAHERAN!I et al., 2012).

Membranas no estado liquido cristalino sdo mais permeaveis ao material
encapsulado que quando estao no estado gel, em que a liberacao do farmaco é mais lenta
(TAYLOR et al, 1990; BETAGERI; PARSONS, 1992; HOSSANN et al.,, 2010). O
armazenamento dos lipossomos em torno da temperatura de transicao de fase dos lipides
aumenta a permeabilidade da bicamada, exceto quando a formulagdo contém fragbes
substanciais de colesterol (geralmente mais de 30%) ou outros compostos que diminuam a
permeabilidade e inibam a transicdo de fase da membrana, fazendo com que a liberacao
do farmaco dependa pouco da temperatura (BETAGERI; PARSONS, 1992; GRIT;
CROMMELIN, 1993a; CHOW; HEATH, 1995; RISBO et al., 1997; LIAN; HO, 2001; OWEN;
STRASTERS; BREYER, 2005; FRANZEN; JSTERGAARD, 2012).

Tanto a natureza da cabeca polar do fosfolipide quanto o comprimento das cadeias
de acidos graxos afetam a Tm. A temperatura de transicdo de fase de uma bicamada
lipidica aumenta com o aumento da cadeia e grau de saturacdo dos acidos graxos.
Farmacos ligados a bicamada também podem afetar a Tm e essa interagéo pode favorecer
sua liberagao (LIAN; HO, 2001; OWEN; STRASTERS; BREYER, 2005; GUBERNATOR et
al., 2010).

O transporte passivo de um farmaco através da bicamada depende de sua

lipofilicidade, expressada como o logaritmo do coeficiente de particdo (log P) octanol-agua
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(MAZAK; KOKOSI; NOSZAL, 2011; FRANZEN; GSTERGAARD, 2012; MAZAK; NOSZAL,
2012).

A lipofilicidade é uma caracteristica fisico-quimica muito importante para o
desenvolvimento de farmacos para sistemas carreadores. Por exemplo, normalmente
formas ndo carregadas do farmaco sado mais lipofilicas que as ibnicas ou que seus
isdbmeros zwiterdnicos. Mas em alguns casos esse comportamento pode ser diferente
(MAZAK; NOSZAL, 2012).

A particdo de um farmaco em sistemas lipossomais € governada por interagdes
hidrofébicas, pontes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas (VAN BALEN et al., 2004;
FRANZEN; @STERGAARD, 2012).

A forma cristalina em que o farmaco se encontra encapsulado pode influenciar a
sua liberacao. Compostos lipofilicos podem se cristalizar ou precipitar, separando-se da
bicamada lipidica com o tempo ou com armazenamento do produto em temperaturas
baixas (ZUIDAM et al., 2003). Os farmacos hidrofilicos incorporados em lipossomos se
difundem mais rapidamente para o meio externo quando se encontram solubilizados no
compartimento aquoso (BETAGERI; PARSONS, 1992; IMMORDINO et al., 2004) quando
comparado ao farmaco na forma de precipitados ou de forma cristalina no interior da
vesicula (FENSKE; CULLIS, 2008).

O pH é um fator crucial para determinar o comportamento de particdo dos farmacos
ionizados ou com propriedades acido-basicas, uma vez que influencia a forma com que
este permanece encapsulado (se protonado, neutro, em forma de sal, etc) (VAN BALEN et
al., 2004). Assim, a liberacao precoce do farmaco pode se dar indiretamente, se houver
alteracdo da composicao intralipossomal, como por exemplo a liberacdo de componentes
do tampéo (CEH; LASIC, 1997).

O pH e a forga ibnica também afetam a permeabilidade da bicamada (FRANZEN;
JSTERGAARD, 2012). A variagéo da forga idbnica do meio aquoso apos a formagéao dos
lipossomos pode ocasionar variagdes na pressao osmotica que gera os efeitos de inchago
ou encolhimento das vesiculas dependendo da concentracdo do meio extra e
intralipossomal (ALONSO et al., 1995; TSUKAGOSHI; OKUMURA; NAKAJIMA, 1998;
HUPFELD et al., 2010; FRANZEN; GSTERGAARD, 2012).

A fluidez e permeabilidade da membrana podem ser alteradas pela acao das
moléculas de agua nao solventes, que estado fortemente ligadas aos grupos polares dos
fosfolipides contribuindo para a formagéo de pontes entre os grupos cabecga polares de
fosfolipides adjacentes (VAN BALEN et al., 2004). Os polimeros covalentemente ligados
aos lipides da bicamada tem um papel importante na estabilidade termodinamica dos

lipossomos pelo efeito de desidratagéo da bicamada lipidica (LIAN; HO, 2001).
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O tamanho das vesiculas também influencia a liberagdo do farmaco. Geralmente,
diminuindo-se o0 seu tamanho aumenta-se a taxa de liberagdo (HOSSANN et al., 2010). O
processo de preparacao dos lipossomos tem grande impacto no tamanho das vesiculas
lipossomais (XU; BURGESS; KHAN, 2012a).

741.2C N

Alta taxa de difusdo do farmaco implica em sua liberagdo precoce do lipossomo, e
no organismo assume a farmacocinética da droga livre. As consequéncias disso sao
alteracdo do perfil de toxicidade e atividade farmacoldgica do farmaco, diminuicdo dos
seus niveis no tecido ou célula alvo e alteracdo de sua taxa de eliminagdo do organismo
(DRUMMOND et al., 1999).

L4.1.3 Como detectar

- DSC

A temperatura de transicdo da membrana, que é indicativa da permeabilidade da
membrana, pode ser determinada por DSC (EDWARDS; BAEUMNER, 2006).
- Dialise
A taxa de difusao do farmaco através da bicamada pode ser determinada através
de técnicas de dialise (BETAGERI; PARSONS, 1992, XU; BURGESS; KHAN, 2012) onde
o farmaco liberado difunde-se através de uma membrana de para o meio aceptor, que &
subsequentemente analisado quanto ao conteudo do farmaco (NGUYEN et al., 2013).
Dialise de equilibrio tem sido frequentemente considerada como método de referéncia para
determinar a partigdo farmaco- lipossomo (FRANZEN; JSTERGAARD, 2012).
- Ultrafiltracao
Para determinar a eficiéncia de encapsulamento, deve-se separar os lipossomas do
farmaco nao encapsulado (livre). Um dos métodos de separacao € a ultrafiltracdo da
formulacdo lipossomal. O ultrafiltrado € coletado para determinar a concentragdo de
droga livre (Clivre). A concentragao total do farmaco (Ctotal) também é determinada apds
o rompimento das vesiculas a liberagdo do farmaco encapsulado, utilizando-se por
exemplo um surfactante como Triton-X100. A eficiéncia de encapsulamento (EE) é
calculada da seguinte forma:
(1- Clivre) x 100
Ctotal
A partir da eficiéncia de encapsulamento pode ser calculada a porcentagem do

EE% =

farmaco encapsulado e a porcentagem da droga livre (XU; BURGESS; KHAN, 2012a).
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- Ultracentrifugacgao
De forma semelhante, a eficiéncia de encapsulamento pode ser determinada por
ultracentrifugagéo, que leva a sedimentacao dos lipossomos. Nesse caso, a concentragéao
do farmaco livre é determinada através do doseamento do farmaco sobrenadante apés o
processo de ultracentrifugacdo (ZHANG et al.,, 2004). No entanto, tanto o processo de
ultracentrifugagcao quanto a diluicdo da amostra (que quase sempre € necessaria) pode
potencialmente induzir a liberacdo do farmaco.
Na centrifugagdo em minicolunas contendo gel, a dispersao lipossomal pode ser
analisada sem diluicdo da amostra (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).
- Cromatografia por exclusao de tamanho
Um outro método possivel é a cromatografia por exclusdo de tamanho, no qual o
farmaco fica retido no gel da coluna cromatografica enquanto os lipossomas saem no
volume de exclusdo. Deve ser avaliado se a interagcdo entre a fase estacionaria e os
lipossomos pode induzir a liberacdo do farmaco. Na centrifugacdo em minicolunas
contendo gel, a vantagem € que a dispersao lipossomal pode ser analisada sem diluicdo da
amostra (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).
- Microscopia
No caso de farmacos lipofilicos que apresentam cristalizacdo e precipitagao,
separando-se da bicamada, pode ser feita identificacdo desses cristais ou precipitados
com uso de microscoépio optico. A quantificagcdo pode ser feita por centrifugacdo de baixa
velocidade com subsequente analise do sobrenadante, que contém o farmaco
encapsulado nos lipossomos (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).
- Extruséo
Outro método que pode ser utilizado € a separagao dos lipossomos do farmaco
precipitado através de extrusdo, com uso de filtro de policarbonato. Nesse caso, os
lipossomos passam através da membrana e o precipitado fica retido. No entanto, esse
processo pode contribuir para a separacao de fase do farmaco lipofilico, superestimando a
quantidade de farmaco precipitado (ZUIDAM; DE VRUEH; CROMMELIN, 2003).
- Qutras
Além das técnicas mencionadas onde ocorre a separagao entre o material
encapsulado e o nao encapsulado, existem métodos onde essa separacdo nado é
necessaria. A polarografia de pulso diferencial, tem sido aplicada para a quantificagdo de
forma nao destrutiva em dispersdes lipossomais, de clorotiazida encapsulada, adsorvida
nos lipossomos e livre (GOMEZ-HENS; FERNANDEZ-ROMERO, 2006).
Também pode ser usada espectroscopia de ressonancia magnética (H-RMN). A
determinacdo da taxa de encapsulamento é baseada na deteccdo de um acido ou base

(correspondente ao farmaco livre) que possui uma frequéncia de ressonancia
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(deslocamento quimico) sensivel ao grau de protonagdo da molécula, que por sua vez
deve ser sensivel a mudancas de pH. Quando o pH do meio externo é alterado, um
deslocamento quimico referente ao farmaco livre é observado. O pico correspondente a
ressonancia do préton do farmaco encapsulado permanece inalterado e nao é afetado pela
mudanc¢a de pH do meio externo. Dessa forma, a ressonéncia dos protons do farmaco
encapsulado e nao encapsulado pode ser completamente resolvida (MAHERANI et al.,
2012).

L4.1.4.Como evitar

Além das medidas ja descritas nos itens 7.2.4, 7.3.1.4 e 7.3.2.4, referentes a
degradacédo e fusdo da bicamada, para evitar liberagdo precoce do farmaco, as
caracteristicas do meio aquoso devem ser ajustadas antes da formacao das vesiculas, a
fim de evitar um possivel estresse osmotico (ALONSO et al., 1995).

A fluidez da membrana pode ser cuidadosamente controlada através da selecao dos
lipides e da fracao de cada lipide incorporado a membrana (OWEN; STRASTERS;
BREYER, 2005).

Lipides com alta temperatura de transicao de fase evitam os possiveis efeitos
prejudiciais que podem ser ocasionados quando as formulagbes se encontram em
temperaturas proximas a Tm (DRUMMOND et al.,, 1999). No caso de formulagbes que
possuem essa transicao de fase, a formulacdo deve ser armazenada pelo menos 30°C
abaixo da temperatura de transicao de fase dos lipides. Por outro lado, os lipossomos nao
devem ser armazenados a temperaturas de congelamento, uma vez que isso pode causar
rompimento das vesiculas. Dessa forma, para lipides com temperatura de transi¢éo de fase
menor que aproximadamente 32°C, a temperatura de armazenamento deve ser 2-8°C (XU,
BURGESS; KHAN, 2012a).

A formacao de complexos pouco soluveis com o farmaco no interior do lipossomo
contribui para a diminuicdo da sua taxa de liberagdo da vesicula (GUBERNATOR et al.,
2010). O preparo de formulagbes contendo lipossomos vazios, que sdo misturados ao
farmaco e encapsulados por gradiente de pH, imediatamente antes da injecdo, assim como
a comercializagdo de produtos liofilizados, sdo alternativas para evitar a liberagdo do
farmaco durante o armazenamento (DRUMMOND et al., 1999; SAETERN et al., 2005;
ABDELWAHED et al., 2006).
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8. ANALISE DOS DIAGRAMAS DE ISHIKAWA

Os diagramas de causa e efeito, ou diagramas de Ishikawa, constantes nas figuras
3, 9 e 10, contemplam os fatores que influenciam trés requisitos (tratados como os efeitos a
serem avaliados) fundamentais para a comercializagdo de um medicamento: eficacia,
segurancga e estabilidade. Cada um desses efeitos possui diferentes categorias de causas
principais (destacados nas caixas de texto em vermelho) que se referem as causas
imediatas do respectivo efeito. Cada uma dessas categorias se desdobra em causas
primarias (em azul) e conforme o caso, subsequentemente se desdobram em causas
secundarias (em negrito) que podem apresentar sub-causas relacionadas. Cada um desses
desdobramentos é feito com o intuito de identificar as causas raiz do efeito, ou os fatores
que o influenciam, que no fim estdo relacionadas a atributos de qualidade do produto,
condicbes ambientais e de processo ou a propriedades do farmaco e da bicamada.

No caso da eficacia e toxicidade, a grande maioria das causas-raiz identificadas
estao relacionadas a atributos de qualidade do medicamento (sistema farmaco- lipossomo).
No caso da estabilidade, apesar de estas serem também bastante expressivas, as
condi¢cdes ambientais ou de processo representam as causas-raiz predominantes.

Analisando os diagramas de Ishikawa € possivel identificar os atributos de qualidade
criticos para eficacia, seguranga e estabilidade de medicamentos lipossomais injetaveise
pode-se observar que todos os fatores que influenciam a estabilidade também impactam a
eficacia e toxicidade.

O quadro 3 traz a relagao dos atributos de qualidade e propriedades que podem ser
extraidos de cada diagrama. Como os fatores que afetam a estabilidade foram analisados
separadamente, a influéncia destes na eficacia e toxicidade ndo foi apresentada. Os
atributos de qualidade que influenciam somente a estabilidade s&o: concentragdo do
antioxidante, auséncia de ions metalicos, pH, propriedades osmdticas, identidade,
concentracao e distribuicao do crioprotetor, forga ibnica, composicdo do meio, presencga de
agregacao/fusdo, oxidacao lipidica, hidrélise lipidica e coeficiente de particao éleo/agua do
farmaco, Pode ser verificado no quadro 3 que todos os atributos que afetam a eficacia,
também afetam a toxicidade e vice-versa, com excecdao da formacdo de diferentes
estruturas supramoleculares, que esta envolvida somente na toxicidade da formulacdo. Nos
diagramas isso também ¢é visivel: estabilidade plasmatica, tempo de circulagdo e perfil de
liberagdo do farmaco séao fatores que influenciam a eficacia e a toxicidade. Portanto, todos
os atributos de qualidade relacionados a estes também afetarao direta ou indiretamente a
eficacia e a toxicidade. A eficiéncia de direcionamento influencia indiretamente a toxicidade,

pois determina a dose do medicamento a ser administrado e esta relacionada a interacéo
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Quadro 3 — Atributos de qualidade extraidos dos diagramas de Ishikawa. Em destaque os atributos

de qualidade que tém impacto direto concomitantemente na eficacia, toxicidade e estabilidade.

Atributo de qualidade Eficacia | Toxicidade | Estabilidade
Tamanho/ distribuicdo de tamanho X X X
Carga elétrica superficial X X X
Composicao lipidica X X X
Quantificagdo dos componentes

estimulo-sensiveis % % %
Farmaco encapsulado/ livre X X X
Perfil de iberacao do farmaco X X X
Ambiente intralipossomal (pH, concentragao

de ions, gradiente transmembrana) X X X
Forma cristalina do farmaco encapsulado X X X
Transi¢ao de fase X X X
Identidade do componente de revestimento

da superficie X X X
Densidade e concentragdo do componente

de revestimento da superficie X X X
Concentracao de antioxidante X
Auséncia de ions metalicos X
pH X
Propriedades osméticas X
Identidade, concentracdo e distribuicdo do

crioprotetor X
Forga i6nica X
Composicao do meio X
Presenga de agregacao/ fusao X
Oxidacao lipidica X
Hidrolise lipidica X
Coeficiente de particdo Ooleo-agua do

farmaco X
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Quadro 3 — Atributos de qualidade extraidos dos diagramas de Ishikawa. Em destaque os atributos
de qualidade que tém impacto direto concomitantemente na eficacia, toxicidade e estabilidade

(concluséo)

Atributo de qualidade Eficacia | Toxicidade | Estabilidade
Morfologia das vesiculas X X
Espessura/ Peso molecular do X X

componente de revestimento da superficie

Lamelaridade X

Diferentes estruturas supramoleculares

Identidade do ligante

Densidade e concentracéo do ligante

Conformacao do ligante

Razao farmaco-lipide

Identidade do componente magnético

Concentragcédo do componente magnético

X X| X| X| X| X| X
X X[ X| X| X| X| X| X| X

Conformacao do componente de

revestimento da superficie

Fusogenicidade X X

do lipossomo com a superficie celular, que por sua vez afeta o perfil de liberagdo do
farmaco, que podera ser uma causa de toxicidade caso ocorra de forma inadequada.
Observa-se nos diagramas de Ishikawa, que para a eficacia existem basicamente
dois fatores principais que a influenciam: concentracédo e tempo de permanéncia adequados
do farmaco no local alvo, além da estabilidade fisico- quimica da formulagdo. Todos os
outros fatores estdo relacionados a estes. Se considerarmos as causas primarias,
secundarias e as respectivas sub-causas relacionadas a eficacia, o fator que possui
influéncia predominante € a composi¢ao do lipossomo, seguida pelo tamanho de particula e
carga elétrica superficial (que possuem igual participagao). Os fatores relacionados ao
processo produtivo aparecem em seguida como os que mais influenciam a eficacia. A
morfologia; lamelaridade; ambiente intralipossomal; natureza; concentracdo e espessura do
componente de revestimento; natureza, densidade e conformagao do ligante, também se

destacam como fatores relevantes.
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Ja no caso da toxicidade, existem seis causas principais, além da instabilidade fisico-
quimica da formulacdo: embolismo; reag¢des dérmicas/mucosite; hipersensibilidade;
acumulagao dos lipossomos em o6rgaos nao alvos; alta concentragdo de farmaco livre no
plasma e alteragdes celulares. Se considerarmos as causas primarias, secundarias e as
respectivas sub-causas relacionadas a toxicidade, o fator que possui influéncia
predominante também é a composi¢ao do lipossomo, seguida pelo tamanho de particula,
carga elétrica superficial e processo (que possuem igual participagdo). A natureza,
densidade e conformagao do componente de revestimento aparecem em seguida como o
que mais influenciam a toxicidade. A dose de lipides também se destaca como um fator
importante. E a morfologia, lamelaridade e ambiente intralipossomal aparecem mais de uma
vez no diagrama.

Os problemas de estabilidade ocorrem devido a cinco causas principais: degradagao
quimica, alteragbes fisicas (agregacdo e fusao) e liberacdo precoce do farmaco. Se
considerarmos as causas primarias, secundarias e as respectivas sub-causas relacionadas
a estabilidade, o fator predominante é o processo produtivo, seguido pelas condigdes de
temperatura e pH. A carga elétrica superficial, composicdo do meio e composigao lipidica
aparecem em seguida como os fatores que mais influenciam a estabilidade. A composicao
dos lipossomos (que inclui, além da composicgao lipidica, os componentes de revestimento),
e o tamanho de particula também destacam-se como fatores importantes. A presenca de
luz, oxigénio, ions metalicos e quantidade de antioxidante na formulagdo aparecem mais de
uma vez no diagrama.

Alguns atributos de qualidade nitidamente se destacam em termos de sua influéncia.
O tamanho da particula, a carga elétrica superficial, a composigao do lipossomo (natureza e
proporgao dos lipides e componentes de revestimento), os componentes estimulo-sensiveis,
a quantidade de farmaco encapsulado e nao encapsulado, o perfil de liberacao do farmaco,
0 ambiente intralipossomal, a forma cristalina do farmaco encapsulado e o comportamento
de transicdo de fase influenciam diretamente tanto a eficacia quanto a toxicidade e
estabilidade de produtos lipossomais injetaveis e razdo farmaco-lipide.

Verificando os trés diagramas, também nota-se que a carga elétrica superficial,
composigao do lipossomo (especialmente a lipidica) e o tamanho das vesiculas, séo os

atributos de qualidade dominantes em termos da extensao de sua influéncia.
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9. ANALISE DOS PRINCIPAIS METODOS UTILIZADOS PARA AVALIAR
DISTRIBUIGAO DE TAMANHO E CARGA ELETRICA SUPERFICIAL

9.1 Métodos para determinacao de tamanho de particula

O tamanho da particula € um importante indicador da estabilidade coloidal de
formulagdes lipossomais e um parametro importante para a biodistribuicdo dos lipossomos,
considerando que afeta a sua passagem através dos capilares e dos espagos entre as
células endoteliais fenestradas, a sua captacdo pelas células via endocitose, bem como
sua remogao da circulagdo sanguinea (OPANASOPIT; NISHIKAWA; HASHIDA, 2002).

Os métodos para determinagdo de tamanho variam em complexidade e grau de
sofisticagdo (ZUIDAM; VRUEH; CROMMELIN, 2003) e podem ser classificados em trés
tipos: (MYHRA; RIVIERE, 2013)

- Métodos de analise em conjunto: levam em consideragéo todas as particulas analisadas
na amostra ao mesmo tempo, podendo estas ter ou ndo tamanhos diferentes, mas geram
um resultado que representa a distribuicao de tamanho de uma populagdo de particulas
analisada. Ex.: espalhamento de luz dindmico (DLS), difracéo a laser (LD);

- Métodos de separacao: utilizam técnicas que separam fisicamente as particulas conforme
o seu tamanho. Ex.: cromatografia de exclusao por tamanho (SEC), fracionamento em fluxo
de campo (FFF);

- Métodos de contagem: caracterizam a amostra através da contagem e determinacao de
tamanho de particulas individuais, gerando uma distribuicdo de tamanho baseada em
numeros. Ex.: métodos microscépicos (como cryo-TEM), anadlise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA/PTA) (MYHRA; RIVIERE, 2013).

Os métodos mais utilizados para determinagao de tamanho de particulas coloidais
sdo a espectroscopia de correlagao de fétons (PCS) também chamada de espalhamento de
luz dindmico (DLS) ou espalhamento de luz quase elastico (QELS) e a difracdo a laser
(LD).

O DLS envolve uma fonte de laser iluminando uma amostra liquida que contém
particulas que em solugao/ suspensdo possuem movimento Browniano. O DLS mede as
flutuagcbes da intensidade da luz espalhada de forma tempo-dependente, causada pelo
movimento browniano dessas particulas (HEURTAULT et al, 2003; ZUIDAM; VRUEH,;
CROMMELIN, 2003; BRAR; VERMA, 2011). Quanto maior o didmetro hidrodindmico da
particula, mais lento sera o movimento Browniano (MALVERN INSTRUMENTS LTD,
2014d). Portanto, particulas menores fazem com que a flutuagado da intensidade de luz

espalhada ocorra de forma mais rapida. O didmetro hidrodindmico é calculado pela
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equacdo de Stokes-Einstein (Figura 16) (WASHINGTON UNIVERSITY IN ST. LOUIS,
2014; MALVERN INSTRUMENTS LTD., 2015a.).

Apesar de o DLS poder ser medido em multiplos angulos, a maioria dos
instrumentos comerciais comumente utilizados faz uso de um UuUnico angulo de
espalhamento.

A viscosidade, temperatura e a concentracido da suspensado lipossomal sdo os
parametros mais importantes para o DLS. A viscosidade da dispersdo deve ser
determinada e controlada, pois afeta diretamente o movimento browniano das particulas e
consequentemente o resultado calculado do tamanho do lipossomo. Dessa forma, a
amostra precisa ser diluida a uma concentragdo apropriada (suficientemente baixa para
evitar espalhamentos multiplos de luz e interagbes entre as particulas) e a viscosidade do
meio deve ser determinada na mesma temperatura em que a anadlise sera efetuada
(tipicamente 25°C), uma vez que a viscosidade depende da temperatura (ZUIDAM,;
VRUEH; CROMMELIN, 2003; HACKLEY; CLOGSTON, 2010; BARENHOLZ, 2012;
MAHERANI et al., 2012).

Idealmente o espectrémetro de correlagdo de fétons deve estar localizado numa
sala separada e em superficie livre de vibragdes (ZUIDAM; VRUEH; CROMMELIN, 2003).

O equipamento deve ser verificado quanto ao seu desempenho periodicamente com
materiais de referéncia fornecidos por o6rgaos especificos como o NIST e outros
reconhecidos nacionalmente, ou devem ser rastreaveis a estes. Para tal sdo utilizados
materiais de referéncia como pérolas de polistireno de tamanhos definidos (FILIPE; HAWE;
JISKOOT, 2010; NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY, 2014b,
2014c).

O preparo das amostras é critico para a confiabilidade dos resultados. O meio
utilizado para diluicdo da amostra deve ser filtrado (normalmente em filtro 0,22um) a fim de
eliminar particulas contaminantes que possam interferir na analise, especialmente quando
os lipossomos tém tamanho menor que 100nm. A translucidez do meio é verificada através
da contagem de fétons (ZUIDAM; VRUEH; CROMMELIN, 2003). O processo de dispersao
da amostra para analise pode alterar o tamanho das particulas, invalidando os resultados.
A presenca de artefatos como particulas ou bolhas de ar também pode interferir nos
resultados (PARTICLE TECHNOLOGY LABS, 2014).

Dependendo da poténcia do laser e do comprimento de onda, é possivel utilizar o DLS
para determinagdo do tamanho de particulas no intervalo de aproximadamente 1nm a
3um. O menor limite de detec¢do do tamanho de particula por esse método € determinado

por varios fatores, incluindo a poténcia do laser, sensibilidade do detector, a concentracao
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da amostra, o tamanho de particula e a diferenga entre o indice de refracao das particulas
e 0 meio de dispersao (ZUIDAM; VRUEH; CROMMELIN, 2003).

A difracéo a laser (LD) ou espalhamento de luz laser a baixo angulo (LALLS) também é
bastante utilizada para determinacdo de tamanho. A LD também se baseia no
espalhamento de luz incidente sobre as particulas da amostra, porém determina a
variagdo angular da luz espalhada pelas particulas a medida que o feixe de laser passa
através da amostra. Particulas grandes espalham a luz em angulo menor e com maior
intensidade, enquanto particulas pequenas espalham a luz em angulos maiores e com
menor intensidade. Portanto, a distribuicdo de tamanho das particulas é calculada com
base no angulo e na intensidade desse espalhamento do laser, e os resultados s&o
apresentados em termos do volume das particulas. Diferentemente do DLS, a LD pode ser
utilizada tanto para analise de amostras em dispersdes aquosas quanto para analise de
pés (MALVERN INSTRUMENTS LTD., 2014b).
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Figura 16 - Principio geral de funcionamento do DLS e equacgdo de Stokes-Einstein. Fonte:

GRASSIAN RESEARCH GROUP AT THE UNIVERSITY OF

CHEMISTRY, 2014; MALVERN INSTRUMENTS LTD., 2015a.
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O equipamento de LD deve ser verificado periodicamente com materiais de
referéncia fornecidos por o6rgdos especificos como o NIST e outros reconhecidos
nacionalmente, ou devem ser rastreaveis a estes (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2014; HACKLEY, 2015).

Os calculos de tamanho utilizando-se os métodos de DLS e LD séao feitos
considerando que as particulas sdo esféricas. Ou seja, independente da morfologia das
particulas, o tamanho calculado sera equivalente ao didmetro de uma particula esférica.
(ALMGREN; EDWARDS; KARLSSON, 2000; HEURTAULT, B. et al, 2003; KELLY;
ETZLER, 2014).

E importante ressaltar que essas técnicas ndo determinam de forma direta o
tamanho das particulas, cada uma delas faz a determinacao de uma propriedade fisica
distinta da particula, que é correlacionada ao diametro equivalente de uma esfera. Por
exemplo, no DLS o tamanho calculado sera equivalente ao diametro de uma particula
esférica que tem o mesmo coeficiente de difusdo (movimento translacional) que as
particulas analisadas, e como € detectada a intensidade da luz espalhada, o tamanho de
particula € baseado nessa intensidade. A LD reporta os resultados como o didametro de
uma particula esférica que tem o mesmo volume da particula que esta sendo analisada.
Portanto, diferentes técnicas produzem diferentes resultados (HORIBA SCIENTIFIC, 2014).

As propriedades opticas da amostra, como o indice de refracdo e coeficiente de
absor¢do, devem ser conhecidos pois na maioria dos casos, os calculos de tamanho
utilizados nessas técnicas dependem desses valores (MALVERN INSTRUMENTS LTD,
2014e).

Como o DLS e o LD analisam a amostra como um conjunto, geralmente nao
fornecem resultados confiaveis em amostras com populacdo de lipossomos muito
polidispersas (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010). Por exemplo, particulas grandes espalham
muito mais a luz que particulas pequenas, fazendo com que o resultado possa ser
tendencioso as particulas maiores (ZUIDAM; VRUEH; CROMMELIN, 2003; BUYENS et al.,
2012). Portanto os valores do indice de polidispersdo (PDI) para a técnica de DLS, e do
Span para a técnica de LD, sdo determinantes para a validade dos resultados. Quanto
menor o PDI, mais uniforme é a amostra, sendo que valores menores que 0,05 sao
raramente encontrados, exceto no caso de padrbes altamente monodispersos. Valores
maiores que 0,7 indicam que a amostra possui uma distribuicdo de tamanho muito ampla
(MALVERN INSTRUMENTS LTD., 2015b). Ja no caso da LD, o chamado span é o
indicativo da polidispersao da amostra pois é calculado com base nos valores de D10, D50
e D90, que se referem respectivamente aos didametros em que 10%, 50% e 90% das
particulas da amostra tém tamanho menor (figura 17 C)(PARTICLE TECHNOLOGY
LABS., 2015).
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Para superar limitagdes relacionadas a uma possivel polidispersdo da amostra, bem

como possibilitar uma analise confiavel de amostras que potencialmente possam conter

pequenas proporgbes de agregados (JENSEN et al., 2007), a combinagdo do DLS e LD

com técnicas de separacdo, como cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC),

fracionamento em fluxo de campo (FFF), fracionamento capilar, sdo bastante uteis pois

ocorre separagao do analito por tamanho antes que este passe pelo detector, facilitando a
analise (HUPFELD et al., 2010; SAKAI-KATO et al., 2011; FRANZEN; JSTERGAARD,

2012).

Para o DLS e LD as propriedades opticas da amostra e/ou do meio dispersante

(dependendo do caso) como o indice de refragdo devem ser conhecidas, uma vez que na

maioria dos casos os calculos para determinagao de tamanho dependem desse valor.
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(B) e da férmula para o calculo do
span (C) Fonte: MALVERN
INSTRUMENTS LTD., 2014b;
PARTICLE TECHNOLOGY LABS.,
2015.
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Na técnica de cromatografia por exclusdo de tamanho deve-se ter o cuidado no uso
das colunas, pois normalmente sao preenchidas com particulas poliméricas coloidais que
sao propensas a entupimento e ha risco de interagdes eletrostaticas entre o material de
empacotamento da coluna e as nanoparticulas do meio (JESORKA; ORWAR, 2008).

A cryo-TEM também pode ser usada para determinacdo de tamanho de particulas
de até aproximadamente 400 nm (RANGELOV; MOMEKOVA; ALMGREN, 2010), no
entanto um numero substancial de particulas devem ser consideradas a fim de se obter um
resultado aceitavel, estatisticamente confiavel (ANDERSON et al., 2013).

Um outro método que vem sendo utilizado para determinacdo do tamanho de
particulas € a analise de rastreamento das (nano)particulas, também chamado de NTA ou
PTA, que como o DLS, é baseado na detecgdo do movimento Browniano . P ossui a
vantagem de rastrear particulas individuais, o que propicia melhor resolu¢do em amostras
polidispersas € mostra pequenas diferengas de tamanho (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010;
ANDERSON et al, 2013). A luz espalhada pelas particulas é capturada por uma camera
digital e o movimento de cada particula é rastreado quadro a quadro por um software
(Figura 18). A movimentacao das particulas esta relacionada ao seu tamanho (diametro
hidrodindmico). Diferentemente do DLS, que fornece uma distribuicdo de tamanho baseada
na intensidade de luz espalhada, o NTA é baseado numa analise particula a particula, o
que fornece uma distribuicdo baseada em numeros. De forma semelhante ao DLS, o
movimento das particulas é influenciado pela viscosidade do liquido e temperatura
(NANOSIGHT, 2014).

microscopio

luz espalhada
pelas particulas

liquido— =i ~ . supeificie metalizada

AR 'ao

feixe de laser particulas suspensas no liquide

vidro

Figura 18 — Representacdo esquematica da técnica de analise da trajetoria das particulas.
Fonte: NANOSIGHT, 2014.
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9.2 Métodos para avaliagcao de carga elétrica superficial

A carga elétrica superficial de dispersdes lipossomais, normalmente é estimada
através do potencial zeta (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2014a, 2014c). Ao redor de
cada particula é formada uma dupla camada elétrica a partir dos ions encontrados no
meio: a primeira constitui-se de ions fortemente ligados a superficie (camada de Stern) e
na segunda os ions tornam-se fracamente associados a superficie lipossomal a medida
que se distanciam da superficie da particula (camada difusa). Entre essas duas camadas
ha um local imaginario chamado de plano de deslizamento, cujo potencial elétrico € o que
se denomina como potencial zeta (Figura 19). Os fatores mais importantes que afetam o
potencial zeta, além da natureza das particulas, sdo a composi¢gao do meio (forga idnica ou
condutividade) e o pH (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2014c).

Plano de deslizamento

0°o

-9"' Particula com carga superficial negativa

Camada difusa

poteucml de superficie

\.{»otencml zeta
\——.‘

v

Dlsmncm da superficie da particula

Figura 19: Representacdo esquematica da dupla camada elétrica formada em torno de uma
particula em suspensdo e do local onde é medido o potencial zeta. Fonte: MALVERN
INSTRUMENTS LTD., 2014d.

O método mais comumente utilizado para determinar o potencial zeta é o
espalhamento de luz eletroforético (ELS), também denominado velocimetria laser Doppler
(LDV) (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2014c). Esse método determina a velocidade de
particulas submetidas a eletroforese, ou seja, € baseado na mobilidade eletroforética das
particulas. Mediante a aplicacdo de um campo elétrico através de uma célula contendo a
amostra, as particulas carregadas da dispersédo lipossomal migram em direcdo ao eletrodo
de carga oposta, conforme seu potencial zeta. Quanto maior o valor absoluto do potencial

zeta, maior a velocidade com que as particulas se movem, ou seja, maior a sua mobilidade
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eletroforética (GRIT; CROMMELIN, 1993). Durante a eletroforese, um feixe de laser
intercepta os lipossomos, que espalham a luz. A mobilidade eletroforética é determinada a
partir da mudanca da frequéncia da luz espalhada pelas particulas e depende do campo
elétrico aplicado, constante dielétrica, viscosidade do meio e potencial zeta. O potencial
zeta é entdo calculado a partir da mobilidade determinada com o uso de um calculo
matematico (GRIT; CROMMELIN, 1993; JONES, 1995; FRANZEN; JSTERGAARD, 2012;
MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2014c).

Para lipossomos sem revestimento superficial, quanto maior o potencial zeta (em
valor absoluto), maior a repulsédo eletrostatica entre as particulas e menor a tendéncia a
agregacédo. Tipicamente é admitido que nesses casos, um potencial zeta de no minimo
[30]mV, é requerido para estabilizacio eletrostatica. Portanto a redugéo do potencial zeta
pode resultar em agregacdo a menos que o0s lipossomos sejam estabilizados
estericamente. Nesse caso, devido a presenga de uma barreira estérica proporcionada pelo
componente de revestimento na superficie da particula, a amostra pode ser estavel mesmo
se o potencial zeta for muito baixo (HEURTAULT et al, 2003).

No caso de lipossomos estabilizados estericamente, como os peguilados, o
potencial zeta tipicamente diminui com o aumento da densidade do componente de
revestimento. Isso pode ser explicado porque o plano de deslizamento € movido para mais
longe da superficie da particula devido a presenga do componente de revestimento
(GARBUZENKO et al, 2005). Nesse caso, o potencial zeta se relaciona com a densidade e
natureza quimica do polimero de revestimento, bem como a espessura da camada
formada. Para revestimentos neutros, quanto maior sua densidade, menor o potencial zeta
(até um limite). (LEVCHENKO, 2002; MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2014f).

Para as medidas de potencial zeta existem materiais de referéncia bem
caracterizados que sao dispersdes de particulas com mobilidade eletroforética conhecida, e
devem ser usados periodicamente para a verificagado/ qualificacdo de desempenho do
equipamento (FAIRHURST, 2013; BUMILLER, 2014; NATIONAL INSTITUTE OF
STANDARDS AND TECHNOLOGY, 2014a). Um cuidado necessario para as medidas do
potencial zeta é com relagcdo ao preparo das amostras, que muitas vezes devem ser
diluidas antes da analise. Para caracterizar a formulagdo, bem como para o monitoramento
de sua estabilidade, o meio de diluicdo deve ser o mesmo da amostra uma vez que as
caracteristicas originais desta devem ser preservadas e o meio exerce grande influéncia
nos resultados obtidos (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2014c).

O desempenho do equipamento é muito importante para a exatidao da analise,
sendo importante verifica-lo utilizando um padrao eletroforético. A limpeza da célula capilar,
auséncia de particulas estranhas e artefatos como bolhas de ar também sao fundamentais

para evitar interferéncia nos resultados. A resolucao do pico obtido depende da intensidade
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do campo aplicado (intensidades baixas fornecem resolucdo baixa) e do angulo de
espalhamento (MEULENAER; VAN DER MEEREN; VANDERDEELEN, 2006; MALVERN
INSTRUMENTS LTD, 2014c).

10. ANALISE CRITICA PARA FINS REGULATORIOS

As vesiculas lipossomais, utilizadas pela industria farmacéutica como sistemas
carreadores de farmacos, possuem caracteristicas peculiares. Elas ndo exercem acao
farmacoldgica, mas sdo capazes de alterar a farmacocinética e a farmacodindmica de
diversos agentes terapéuticos, sendo esse o principal objetivo do seu uso e o foco deste
trabalho. E preciso ter em mente que em alguns casos os lipossomos sdo utilizados
somente para viabilizar a acdo de farmacos insoluveis ou pouco soluveis em meio aquoso,
nao ficando retidos nas vesiculas apds a administracdo. Portanto, alguns itens discutidos
nesse trabalho ndo se aplicam nesses casos. Dessa forma, antes da avaliagdo de um
produto lipossomal, o primeiro item a ser observado é a finalidade dos lipossomos na

formulacao.

10.1 Os excipientes lipossomais

A maioria dos excipientes utilizados nos produtos lipossomais possuem funcoes
especificas ndo somente para a viabilidade e estabilidade da formulagdo, mas também
exercem um papel essencial no desempenho in vivo do produto, sendo os principais
responsaveis pelas complexas interagdes entre as vesiculas e os sistemas bioldgicos, além
de influenciar direta ou indiretamente a liberacdo do farmaco. Portanto compreender a
funcédo de cada um dos excipientes do produto é essencial.

Os lipides sdao os compostos majoritarios da formulagcdo. A capacidade de
encapsulamento, a integridade e estabilidade da bicamada dependem em grande medida
das caracteristicas dos lipides utilizados. Por isso devem receber a mesma atencgéo e o
mesmo nivel de exigéncia que o principio ativo durante a avaliagdo regulatéria. Ou seja, o
fornecedor dos lipides deve ser qualificado. Seu processo de obteng¢ao ou de extracdo (no
caso de lipides obtidos de fontes naturais), incluindo reagentes, intermediarios formados e
potenciais impurezas, devem ser avaliados. Deve ser feito estudo da estabilidade dos
lipides pelo fabricante.

Antes de tudo cabe fazer uma reflexao acerca da definicao vigente de “excipiente”.
Conforme a Lei 6360/76, que dispbe sobre a vigilancia sanitaria a que ficam sujeitos os
medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos, cosméticos, saneantes e

outros produtos, e da outras providéncias, a definicdo de excipiente esta incluida na
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definicdo de matérias-primas: substancias ativas ou inativas que se empregam na
fabricagdo de medicamentos e de outros produtos abrangidos pela Lei n°® 6360/1976, tanto
as que permanecem inalteradas quanto as passiveis de sofrer modificagbes. A RDC
60/2014 que dispde sobre os critérios para a concessao e renovagdao do registro de
medicamentos com principios ativos sintéticos e semissintéticos, classificados como novos,
genéricos e similares, e da outras providéncias, também adota esta definicdo. Na RDC
17/2010 que dispde sobre as Boas Praticas de Fabricacdo de medicamentos, a definicao
de excipiente também esta incluida na de matéria-prima: qualquer substéncia, seja ela ativa
ou inativa, com especificacdo definida, utilizada na producdo de medicamentos. Exclui-se
dessa definicdo os materiais de embalagem. A Consulta Publica CP 31/2012, que contém
uma proposta de regulamentacdo quanto as Boas Praticas de Fabricacdo de Excipientes
Farmacéuticos, é o Unico documento que contém uma definicdo especifica de excipiente:
qualquer componente que nédo seja substancia ativa, adicionado intencionalmente a
formulagcdo de uma forma farmacéutica. Analisando as definicbes apresentadas nota-se
uma tendéncia a considerar os excipientes como componentes inativos. No caso dos
lipossomos, a maioria dos excipientes utilizados séo partes fundamentais ndo somente do
efeito farmacoldgico, mas também da ocorréncia de efeitos adversos, o que os coloca
numa posicao muito além de meros adjuvantes ou auxiliares. Assim, o termo “inativo” ndo é
adequado para designar a maioria dos excipientes lipossomais. Tampouco o termo “ativo”
seria aplicavel, pois a matéria-prima ou substancia ativa da formulagdo é o farmaco.
Portanto, pode-se dizer que o conceito de “matéria- prima” contido nas legislacoes
mencionadas, nao é adequado para englobar os excipientes lipossomais com as complexas
fungdes mencionadas. O conceito adotado pela CP 31/2012 é mais abrangente, mas esta
definicdo ndo caracteriza a importancia desses componentes para a eficacia e seguranca

de formulagdes lipossomais.

10.2 Os paradoxos

Os diagramas de Ishikawa mostram os fatores que influenciam a eficacia, seguranca
e estabilidade de produtos lipossomais injetaveis. A analise de algumas particularidades
desses produtos nos mostra sua complexidade. O PEG, usado em aproximadamente 15%
das formulagbes atualmente comercializadas e em formulagdes potencialmente
comercializaveis, € um componente muito benéfico por um lado, mas pode gerar
preocupacgdes dependendo da quantidade adicionada, podendo prejudicar a entrega do

farmaco no local alvo, alterar a estabilidade da bicamada e provocar efeitos adversos.
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Da mesma forma a dose de lipides tem um carater dual. Por um lado, uma alta dose
de lipides contribui para a estabilidade plasmatica, o que é desejavel, mas pode aumentar a
toxicidade do produto.

A presenca de carga elétrica superficial é desejavel para a estabilidade de
lipossomos convencionais. Porém, na maioria das vezes a presencga dessa carga também
propicia a ocorréncia de interagdes nao desejadas com componentes plasmaticos e
celulares.

As interagdes entre lipossomos e componentes plasmaticos e celulares devem ser
evitadas na medida em que essa interagao € a principal responsavel pela desestabilizacao
ou eliminag&o dos lipossomos da circulagdo, mas por outro lado sdo desejadas na medida
em que estao envolvidas no processo de liberagdo do farmaco no local alvo. Dessa forma,
tudo o que interfere nessas interagbes torna-se critico no processo de fabricacdo dos

lipossomos.

10.3 Caracterizacao da formulagao lipossomal

Considerando os atributos de qualidade descritos no quadro 3, e as complexas
interacbes entre os lipossomos e componentes plasmaticos e celulares que afetam sua
eficacia e segurancga, conforme descrito no texto da dissertacdo, podemos extrair uma
relacdo de testes que devem ser usados para caracterizar os lipossomos, conforme consta
no quadro 4.

Nessa relagdo nao constam testes produto-especificos, mas testes que se aplicam
aos lipossomos de forma geral ou em alguns casos, a categorias especificas como
lipossomos estabilizados estericamente ou com liberacdo estimulo-sensivel (devidamente
sinalizados na tabela). Também ndo estdo incluidos testes comuns a outros produtos
injetaveis nao lipossomais, relacionados no item 10.4.

Antes de tudo, deve ser frisado que essa caracterizacdo deve ser feita utilizando-se
lotes comerciais, ndo sendo suficiente a caracterizacao de lotes piloto. Esta caracterizacao
deve elucidar cinco aspectos: composicao, propriedades, estrutura e funcionalidade/
desempenho, e deve ser preditiva da agcao farmacolégica do produto no organismo.

No que se refere a composi¢cdo, deve ser feita uma analise quantitativa de cada
componente e os requisitos de qualidade de cada um deles devem demonstrar sua
identidade, qualidade e pureza.

Deve ser determinada a concentracdo de cada lipide individualmente no produto
acabado, nao sendo suficiente somente a analise de lipides totais uma vez que a eficacia e
seguranca do produto, a estabilidade da formulacao, assim como a estabilidade plasmatica

dependem de uma concentragao 6tima de cada lipide.
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A quantidade de farmaco encapsulado e livre deve ser especificada. Na maioria
dos casos o farmaco é um composto ja aprovado para uso humano na sua forma livre.
Portanto, nesses casos sua toxicidade ja € conhecida na forma livre. O encapsulamento do
farmaco no lipossomo pode ou ndo aumentar essa toxicidade. Dessa forma isso deve ser
avaliado e considerado no momento de se estabelecer a especificacdo para a quantidade
de farmaco livre e encapsulada.

No que se refere a estrutura, a comprovagao da correta localizagdo do farmaco (se
esta encapsulado no compartimento aquoso, incorporado na bicamada lipidica, associado
na superficie) e ainda se encontra-se dissolvido, precipitado ou cristalizado € necessaria
pois impacta diretamente sua farmacocinética e farmacodinamica.

Além disso, os lipides em meio aquoso podem formar diferentes estruturas
supramoleculares além dos lipossomos, como por exemplo as micelas. Farmacos
encapsulados em estruturas que nao os lipossomos, apresentam perfil de liberacao e
estabilidade bastante diferentes. Portanto, a presenca de outras estruturas
supramoleculares altera a farmacocinética e farmacodinamica do principio ativo. Dessa
forma, deve ser demonstrado que o processo produtivo ndao forma outras estruturas
diferentes dos lipossomos ou que estas sao eliminadas da formulacao.

Outro aspecto importante € a comprovacao de densidade adequada do polimero na
superficie lipossomal, no caso de formulagbes lipossomais que os contém. Durante
processos produtivos que utilizam polimeros associados a lipides, ou seja, em que a
insercao do polimero € feita antes da formacao das vesiculas, esses polimeros podem se
distribuir tanto na parte interna quanto na parte externa da bicamada. Porém, somente
quando localizados na parte externa sado capazes de exercer o efeito desejado de
estabilizagcdo estérica e de protecdo das vesiculas. Portanto, a determinacdo da
concentragdo do componente de revestimento no produto final nem sempre reflete a real
cobertura da superficie do lipossomo, sendo necessaria a verificacdo de sua densidade
utilizando metodologias apropriadas.

No caso de lipossomos com carga elétrica liquida, deve ser estabelecida uma
correlacao entre o pH da superficie lipossomal e o pH da formulagdo, para o controle da
qualidade do produto e monitoramento da estabilidade da formulagao.

Ja o desempenho do produto leva em consideracdo suas interagdes com o meio
biolégico, a forma com que os lipossomos interagem com células e componentes

plasmaticos e a liberagéo do farmaco.
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10.4 Controle de qualidade do produto acabado

A analise do produto final € uma das formas de se comprovar sua qualidade e o
cumprimento das especificagdes. Os testes de rotina normalmente devem incluir verificagao
da identidade e quantidade dos componentes da formulagdo, poténcia do produto,
impurezas relacionadas ao processo e ao produto e auséncia de contaminantes. Na rotina
de fabricacdo de produtos lipossomais, nem todos os testes constantes no quadro 4
precisam ser realizados, apesar de todos serem relevantes seja para sua eficacia,
toxicidade ou estabilidade. As analises de rotina devem ser suficientes para confirmar sua
qualidade e dependera do produto em questao, da avaliacdo de risco de cada fabricante
considerando a forma com que seu produto foi desenvolvido (se foi adotada a abordagem
de quality by design), seu histérico de produgéo, a robustez do processo produtivo bem
como os controles efetuados durante o processo e a consisténcia de fornecimento e das
analises efetuadas nas matérias-primas.

O fabricante deve ser capaz de mostrar que cada lote do produto acabado possui as
caracteristicas necessarias relacionadas no quadro 4 de acordo com a aplicabilidade a
cada caso e conforme o teste em questao, seja por meio de analises de rotina, controles
consistentes durante o processo, apresentando justificativas cientificas plausiveis baseadas
em estudos prévios ou baseado no desenvolvimento do produto.

Porém ha de se notar que algumas dessas caracteristicas merecem destaque pela
participacao direta concomitantemente na eficacia, toxicidade e estabilidade, conforme
destacado no quadro 3. Sdo elas: tamanho/ distribuicdo de tamanho de particula, carga
elétrica superficial, composi¢cdo do lipossomo (identidade e proporgédo dos lipides e
componentes de revestimento), quantificacdo dos componentes estimulo-sensiveis,
quantificacdo do farmaco encapsulado/livre, perfil de liberagdo do farmaco, ambiente
intralipossomal (pH, gradiente ibnico transmembrana e concentragdo dos ions responsaveis
pelo gradiente), estado fisicoquimico (forma cristalina) do farmaco encapsulado e transigéo
de fase da membrana lipidica (quando existe).

Analisando visualmente os diagramas de Ishikawa, nota-se uma influéncia massiva
da composicao do lipossomo, tamanho/distribuicdo de tamanho de particula e carga elétrica
superficial principalmente na eficacia (figura 4) e toxicidade (figura 10) de formulagbes
lipossomais. Além disso, as caracteristicas do meio (pH, composi¢do, forgca ibnica)
apresentam influéncia marcante na estabilidade (figura 11).

Dada a relevancia dos atributos de qualidade acima descritos, bem como a
possibilidade de serem alterados durante o processo produtivo, esses atributos deveriam

ser avaliados a cada lote, conforme a aplicabilidade ao produto em questao.
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A pureza é um dos itens que devem ser demonstrados na producao lote a lote. A
principal fonte de potenciais impurezas geradas durante o processo produtivo é a
degradacéo dos lipides por processos de oxidacao e hidrélise. Considerando que os lipides
sdo os componentes majoritarios das formulagdes lipossomais e altamente susceptiveis a
essas duas vias hidroliticas, tanto produtos de degradacdo como os antioxidantes
(fundamentais para evitar a propagagéo da oxidagao) deveriam ser quantificados a cada
lote.

Caso algum dos atributos de qualidade n&do seja avaliado lote a lote, deve haver
uma justificativa cientificamente embasada para tal, de forma que o fabricante seja capaz
de assegurar que a identidade, quantidade dos componentes e pureza da formulagédo
sejam demonstradas para cada lote. Nesses casos, ainda que seja justificavel a auséncia
de avaliagdo de algum desses atributos, faz-se necessaria sua analise periddica em
intervalos regulares.

Como mencionado anteriormente, a definicdo das analises de rotina depende,
dentre outros fatores, do tipo de produto fabricado. Dessa forma, outros testes podem ser
necessarios para analise rotineira. Por exemplo, para produtos com direcionamento ativo, a
avaliagdo da densidade e concentragcdo do componente direcionador provavelmente
deveria ser realizada rotineiramente.

Deve ser observado que além dos testes especificos para produtos lipossomais
incluidos no quadro 4, devem ser considerados os seguintes testes comuns a produtos
injetaveis nao lipossomais: aparéncia; identificacdo, pureza e concentragcao do farmaco;
perfil de impurezas do produto; uniformidade de dose; material particulado; pH;
quantificacdo do antioxidante, determinacdo de ions metalicos, osmolalidade;
redispersibilidade; esterilidade; pirogenicidade. Como a maioria dos processos de produgao
de lipossomos utiliza solventes organicos para dispersao dos lipides, € necessario o teste
de solventes residuais no produto acabado. No caso dos produtos liofilizados, além desses

testes também deve ser analisado o conteudo de agua e tempo de reconstituicao.

10.5 Principais métodos utilizados para avaliar distribuicdo de tamanho e carga

elétrica superficial

10.5.1 Determinacdo de tamanho de particulas

Considerando as limitagbes de cada método, e dependendo do indice de
polidispersdo da amostra, pode ser necessaria uma combinacado de diferentes técnicas a
fim de caracterizar a distribuicdo de tamanho das particulas. A caracterizacdo do produto é

necessaria para a definicdo do método ideal para o monitoramento de rotina.
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As especificacbes devem ser definidas conforme a propriedade da particula mensurada
para o calculo de tamanho, que dependera do método utilizado. Ou seja, a especificacao
varia conforme o método utilizado.

Um item muito importante a ser considerado durante a validagdo desses métodos é
a faixa de operacao que se pretende trabalhar, que deve considerar ndo somente o
tamanho de particula que se deseja alcangar mas também a capacidade do método em
detectar particulas menores ou maiores, conforme as variagbes inerentes ao processo
produtivo.

O numero de particulas analisadas para a determinagao da distribuicdo de tamanho
por métodos de contagem, normalmente é menor que no caso dos metodos de analise em
conjunto. Portanto para esses métodos a representatividade da amostra é ainda mais
critica.

O preparo das amostras € uma etapa critica da analise, pois pode interferir
negativamente nos resultados caso seja feita de forma inadequada. Possiveis particulas
interferentes do meio de diluicdo devem ser eliminadas, geralmente utilizando filtro 0,22
pum, principalmente durante a analise de lipossomos menores que 100nm.

Geralmente para os métodos de DLS, LD e NTA devem ser conhecidas as
propriedades Opticas da amostra e do meio dispersante, a fim de que os resultados obtidos
sejam confiaveis. Para os métodos de DLS e NTA, é necessario que seja conhecida a
viscosidade do meio na mesma temperatura em que a analise sera efetuada, uma vez que
a temperatura afeta a viscosidade e esta afeta o movimento das particulas e
consequentemente o resultado da analise.

Os equipamentos devem ser verificados periodicamente quanto ao seu
desempenho, com uso de materiais de referéncia fornecidos por 6rgaos especificos

reconhecidos nacionalmente, ou devem ser rastreaveis a estes.

rficial

A carga superficial do lipossomo é um fator determinante para sua interagdo com
componentes plasmaticos e celulares. Portanto, deve haver uma faixa 6tima onde as
interacdes indesejadas sejam minimizadas e as desejadas sejam maximizadas.

A forma mais usual para se estimar a carga elétrica superficial de lipossomos é o
potencial zeta. No caso de lipossomos sem revestimento, quanto maior o valor absoluto do
potencial zeta, maior a repulsao entre as particulas. Para estabilizacdo fisico-quimica de

formulagdes aquosas, geralmente [30mV] & considerado o valor minimo. No caso de

lipossomos com revestimento polimérico esse critério ndo se aplica.
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O método mais comumente utilizado € o ELS, e a mobilidade eletroforética das
particulas depende do campo elétrico aplicado (intensidades baixas fornecem resolugéo
baixa), viscosidade do meio (afeta a mobilidade das particulas) e constante dielétrica. O
desempenho do equipamento deve ser verificado periodicamente com um padréao
eletroforético. A limpeza da célula capilar e a auséncia de artefatos como bolhas de ar
também sao fundamentais para que nao haja interferéncia negativa nos resultados.

O pH e a composicao do meio afetam diretamente o potencial zeta. Assim o ideal é
que se analise uma amostra no seu estado original, para que os resultados sejam o0 mais

proximo possivel da situacao real em que o produto ficara armazenado ou sera utilizado.

10.6 Especificagcoes

Através da analise dos diagramas de Ishikawa nota-se que um unico atributo de
qualidade pode influenciar de diversas formas a eficacia, toxicidade e estabilidade de
formulagdes lipossomais. Assim, pequenas variagcbes nesses atributos podem ter grande
impacto no desempenho ou qualidade do produto. Por exemplo, o tamanho das vesiculas é
um atributo que tem impacto no direcionamento do farmaco, captacao celular, estabilidade,
tempo de circulagao, liberagdo do farmaco e toxicidade. Assim, se o fabricante estabelece
uma faixa de 75 a 100 nm para o tamanho médio das particulas, é preciso demonstrar que
o0 desempenho in vivo de uma formulagao com tamanho médio de 75nm é equivalente ao
desempenho de uma formulagao com tamanho médio de 100 nm. Nesse sentido, um outro
fator bastante importante para garantir a especificagdo de tamanho do produto, é o
tamanho de poro da membrana no caso da técnica de extrusao. O tamanho de poro deve
ser especificado e o fornecedor das membranas deve ser qualificado de forma a garantir
homogeneidade lote a lote.

O fabricante deve ser capaz de justificar as especificagdes estabelecidas para cada
atributo de forma a correlaciona-las com seu desempenho in vivo. A quantidade de farmaco
livre permitida deve ser especificada e devidamente justificada, de forma que a eficacia e

segurancga do produto sejam mantidas.

10.7 Estabilidade

A estabilidade fisico-quimica e plasmatica da formulagdo estdo entre os maiores
desafios a serem superados pelos fabricantes de produtos lipossomais. Nesse sentido, a
remog¢ao da agua diminui o risco de problemas relacionados a estabilidade, tornando as
formas farmacéuticas liofilizadas melhores alternativas. Porém até o momento isso néo é

uma realidade.
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Dada a importancia das vesiculas lipossomais para a acdo do medicamento, é de
extrema importancia que suas caracteristicas fisicas e quimicas sejam mantidas ao longo
de toda a vida util do produto. As formulagbes lipossomais podem ser comercializadas na
forma de dispersao aquosa, po liofilizado ou como kits contendo a dispersao lipossomal, o
principio ativo liofilizado e a solu¢do tampao para reconstituicdo (e encapsulamento do
ativo) no momento do uso. O risco de problemas relacionados a estabilidade dessas
formulacgdes esta diretamente relacionado a sua forma farmacéutica. As apresentagdes em
que os lipossomos se encontram dispersos em fase aquosa, principalmente as que contém
o farmaco encapsulado, sédo as que oferecem maior risco e sao mais sujeitas a
instabilidade quimica e fisica. Apesar disso, conforme mostrado no grafico 1, 77% dos
produtos lipossomais atualmente comercializados encontram-se na forma aquosa sendo
que destes 62% séao dispersdes lipossomais contendo o farmaco e 15% séo dispersdes
aquosas contendo lipossomos vazios para reconstituicdo e encapsulamento do farmaco no
momento do uso. Somente 23% sao pos liofilizados lipossomais. Dentre os produtos ainda

em fase de testes clinicos, existem muitos na forma aquosa (quadro 2).

W Suspensao lipossomal
contendo o farmaco

m P¢ lidfilo lipossomal

1 Suspensao lipossomal +
farmaco para reconstituicdo

Graficol —Apresentacdo dos produtos lipossomais injetaveis comercializados no Brasil, EUA e

Europa.

As formulacbes comercializadas sob a forma aquosa sdo mais propensas a
problemas de estabilidade, enquanto as liofilizadas estdo sujeitas a estes problemas em
grau muito menor. A ocorréncia de agregacgao, fuséo e liberagado precoce do farmaco esta
relacionada ao desempenho do processo de liofilizagdo. Os problemas de estabilidade
podem ocorrer ndao somente durante o periodo de armazenagem do produto final, mas
durante o processo produtivo, portanto a estabilidade da formulacdo deve ser avaliada
também em estagios intermediarios de producdo, sempre que o produto for exposto a

condi¢des que potencialmente possam provocar instabilidade.



119

Além disso, vale ressaltar que todas as formulagdes, independente da
apresentacao, serdo administradas como dispersdes aquosas contendo o farmaco
encapsulado nos lipossomos. Portanto a estabilidade pds- reconstituicao deve ser avaliada,

considerando os mesmos testes utilizados para as dispersdes aquosas.

10.7.1 Oxidacao e hidrdli

A oxidagao e a hidrolise sdo processos degradativos que envolvem a formagao de
diferentes subprodutos, primarios e secundarios. A medida que esses processos evoluem,
a concentracao do lipide diminui enquanto a concentragdo dos subprodutos primarios e
secundarios aumenta. Dessa forma, para avaliagcdo e acompanhamento desses processos
degradativos é importante que sejam combinados métodos que quantifiquem o lipide nao
degradado e os produtos de degradacéo.

Existem varios métodos que podem ser usados para essa determinac&o, sendo que
estes devem levar em consideracdo os produtos intermediarios e finais da hidrélise e
oxidacao para evitar subdimensionamento. Portanto os métodos utilizados devem refletir o
processo degradativo dos lipides, ou seja, deve-se conhecer 0 mecanismo de degradacgao
bem como os subprodutos formados a fim de se definirem os métodos ideais para cada
caso. E importante demonstrar que o método é seletivo para os produtos em questdo pois
interferentes podem estar presentes como subprodutos originados da degradagdo do
antoxidante.

No caso de processos degradativos que ocorrem em pequena proporgao, pode- se
utilizar um método que quantifique um subproduto que nao apresenta degradacgao
susequente, ou seja, ndo hidrolizavel ou oxidavel.

Técnicas cromatograficas e espectrofotométricas sao preferiveis devido a maior
precisdo na obtencao dos resultados € menos interferentes.

Considerando que a temperatura favorece a hidrolise e a oxidacao é induzida pelo
oxigénio, é importante que as amostras a serem analisadas estejam protegidas da

exposicao a tais fatores e que as condi¢cdes da analise sejam controladas nesse sentido.
10.8 Processo produtivo

As vesiculas lipossomais podem ser produzidas por diferentes métodos que foram
brevemente descritos por ndo ser este o foco do trabalho. No entanto, o processo produtivo
tem impacto na eficacia, toxicidade e estabilidade dos lipossomos, o que pode ser
observado nos diagramas de Ishikawa (figuras 4, 10, 11). Assim, alguns aspectos pontuais

podem ser observados conforme descrito a seguir.
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1081 E riti

A determinacdo das etapas e dos parametros operacionais criticos, e o
monitoramento de ambos durante o processo é fundamental para a qualidade do produto
final. As empresas fabricantes devem fazer uma analise minuciosa dos fatores relacionados
ao processo produtivo que impactam os atributos de qualidade do produto, a fim de
determinar a criticidade de cada etapa considerando sua capabilidade e a forma com que
elas influenciam cada atributo. Considerando os diagramas de Ishikawa (figuras 4, 10 e
11), os itens descritos no quadro 4, e o item 10.4, no que se refere ao processo produtivo,
pode-se considerar critico:

- Quantidade adicionada de cada lipide individualmente;

-Quantidade adicionada dos componentes de revestimento e componentes direcionadores
quando houver;

- Formacéo das vesiculas;

-Remocdo do solvente organico comumente utilizado na dispersdo dos compostos
hidrofébicos;

- Método de encapsulamento;

- Estabelecimento do gradiente de pH quando utilizada essa técnica para encapsulamento ;
- Calibracao do tamanho das vesiculas;

- Remocao do farmaco livre ndo encapsulado;

- Etapa de liofilizagdo (quando houver);

-Etapa de esterilizacéo.

Considerando a propensao dos lipides a oxidagao, deve ser evitado o contato
destes com oxigénio, ou seja, o processo produtivo deve ser conduzido em atmosfera de
gas inerte.

Quando o lipossomo possuir ligantes sujeitos a mudanga de conformag¢do, como
ligantes peptidicos, deve-se garantir que o processo de conjugagdo nao altere sua

conformacao.

10.8.2 Parametros operacionais

Os parametros operacionais das etapas mencionadas no item anterior devem ser
rigorosamente estabelecidos e monitorados, pois estes terdo impacto direto nos atributos
de qualidade do produto (quadro 5).



Quadro 5 -Pardmetros operacionais que devem ser controlados durante a produgao de

formulagdes lipossomais injetaveis

Parametro

Justificativa

Temperatura

Influencia o estado fisico da membrana (gel ou cristal liquido), a
eficiéncia de formacgao de vesiculas, a taxa de encapsulamento;
temperaturas altas podem degradar os lipides e induzir
oxidagdo. Lipides que possuem polimorfismo (como DOPE)

nao formam bicamada em determinadas temperaturas.

pH

Influencia a taxa de encapsulamento no caso de técnicas
baseadas em gradiente de pH.
A hidrélise dos lipides € influenciada por alteracbes de pH

Condutividade

Apds a formacao dos lipossomos, mudangas na forca ibnica do
meio aquoso podem gerar variagdo da pressao osmoética que
geram deformagdes na vesicula e possivel extravasamento do

farmaco.

Pressao e
numero de

ciclos

Para a homogeneizagdo em alta presséo, técnica mais utilizada
para calibracdo do tamanho das vesiculas, esses parametros
sdo essenciais na definicdo do tamanho e polidispersdo das

vesiculas.

Parametros de

liofilizagao

A temperatura, presséo e tempo de liofilizagdo afetam a

qualidade do produto final.
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A embalagem do produto deve manté-lo em condi¢des favoraveis a sua estabilidade
e protegé-lo dos efeitos deletérios provocados pela sua exposicdo ao ambiente. A
eliminacdo do oxigénio do recipiente que contém o produto acabado evita a oxidacao
lipidica. No caso de lipossomos cuja liberagdo do farmaco é fotossensivel, a embalagem

primaria deve protegé-lo da luz, de forma a impedir a liberagédo precoce do farmaco.

10.9 Armazenamento e Transporte

E fundamental que o lipossomo se mantenha integro durante todo o prazo de
validade do produto, de forma a evitar sua degradacao ou o extravasamento do farmaco
encapsulado, principalmente no caso das formulagdes lipossomais em dispersdo aquosa.
Dessa forma, o armazenamento e o transporte do produto devem ser feitos em
temperaturas menores que a temperatura de transicdo de fase (Tm) da bicamada lipidica
(pelo menos 30°C abaixo da temperatura de transicao de fase dos lipides), caso ela exista,
nao devendo ser armazenados em temperatura inferior a 2°C. Assim nesses casos, bem
como no caso de lipossomos cuja liberagcao do farmaco é termosensivel, o produto deve
ser armazenado e transportado sob refrigeragéo (2-8°C). O local onde sdo armazenados e
o veiculo onde sao transportados devem ter monitoramento continuo de temperatura.

As condigcbes de armazenamento e transporte do produto também ndo devem

favorecer a ocorréncia de hidrélise e oxidagéo dos lipides.
10.10 Validagoes

Considerando a susceptibilidade das vesiculas a instabilidade, deve ser
demonstrado que o processo produtivo ndo impacta a integridade dos lipossomos e nao
provoca mudancas na estrutura da bicamada, principalmente no caso de etapas com
condi¢cbes de execugdo que podem gerar estresse fisico ou quimico, como a liofilizacao e
homogeneizag&o em alta presséo.

Procedimentos realizados durante o controle de qualidade dos lipossomos como
diluicdo e centrifugagdo podem induzir a liberagdo do farmaco ou comprometer a
integridade da membrana, o que pode interferir nos resultados da analise. A fase
estacionaria das colunas utilizadas para separagdo do farmaco ndo encapsulado pode
interagir com os lipossomos e liberar o farmaco. Portanto, durante a validagdo de métodos

analiticos, deve ser demonstrado que tais procedimentos nao interferem nos resultados.
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10.11 Mudancas

Qualquer mudanca que impacte os atributos de qualidade relacionados no quadro 4, como
alteracbes na composicao ou concentracdo dos componentes da formulagao, no processo
produtivo, parametros operacionais, fornecedores de matérias-primas ou mudancgas no seu
processo de sintese, devem ser feitas com extrema cautela, e se necessario, além dos
testes fisico-quimicos devem ser feitos novos estudos para garantir que o desempenho do
produto in vivo nao foi alterado.

Alteragdes na razido dos lipides podem resultar em lipossomos com propriedades
diferentes da estabelecida, alterando inclusive o comportamento in vivo do produto.

Mudancas na escala de produgdo geralmente envolvem alteragbes no processo
produtivo, que também pode impactar o desempenho in vivo.

No caso de farmacos encapsulados pela técnica de gradiente i6nico
transmembrana, mudangas aparentemente pequenas como a troca de um contraion (por
exemplo de sulfato de aménio para fosfato de aménio), influenciam enormemente a
estabilidade fisico-quimica da formulagao e a liberagao do farmaco.

Tendo em vista a complexidade dos fatores que levam a um efetivo direcionamento
do farmaco as células alvo, a analise de sistemas lipossomais com testes in vitro torna-se
muitas vezes limitada, além de nao levarem em consideragdo seu complexo processo de
transporte. As interagdes com 0 meio bioldgico séo o resultado de varias propriedades que
estado sujeitas a modificagdes ao longo do tempo e com o acumulo de pequenas alteracdes
como trocas de equipamento, fornecedores, etc., que podem afetar a atividade bioldgica,
captacaol/interagcao celular, ativagdo do sistema complemento e interacbes com
componentes plasmaticos. Dessa forma, a utilizagcao de testes in vivo como monitoramento

periddico pode ser necessaria.

10.12 Interface com estabelecimentos de saude

Todos os medicamentos lipossomais injetaveis comercializados até o momento séo
de uso hospitalar (quadro 2). Os hospitais e estabelecimentos de saude tornam-se parte
importante da cadeia produtiva, principalmente no caso de produtos cujas apresentacdes
exigem reconstituicdo antes do uso, especialmente as que possuem lipossomos em
dispersao aquosa para encapsulamento “ativo” do farmaco antes do uso como é o caso do
Marqibo e Myocet. O processo de reconstituicdo ou de preparo para administragdo no
ambiente hospitalar envolve etapas criticas do processo. Tais etapas exigem um controle
restrito de temperatura, tempo e agitacdo. Portanto, as instrucdes para sua execucgéo

devem ser detalhadas, precisas, e devidamente validadas. Além disso, devem estar
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presentes na bula do medicamento. Devem ser mantidos registros de todas as etapas
executadas, parametros operacionais, materiais e instrumentos utilizados, bem como a
calibracao e qualificacdo destes. O pessoal responsavel pela execucao das etapas deve
ser devidamente treinado pelo fabricante.

Da mesma forma, os equipamentos utilizados para proporcionar estimulos
externos, como os lipossomos cujo processo de liberagdo do farmaco depende de fontes

externas de calor, luz ou ultrasom, devem ser calibrados e qualificados para este fim.

10.13 Paralelo entre o contetido do presente trabalho e dos documentos publicados
pelo FDA e EMA

No ambito regulatério, os documentos publicados pelo FDA em rascunho com
recomendacbes gerais para registro de produtos lipossomais (Guidance for industry —
Liposome Drug Products - Chemistry, Manufacturing, and Controls; Human
Pharmacokinetics and Bioavailability; and Labeling Documentation) e com recomendacoes
especificas para produtos lipossomais IV desenvolvidos em relagdo a um produto de
referéncia (anfotericina B, doxorubicina, daunorubicina e verteporfina), bem como o
documento publicado pela EMA com requisitos gerais para registro de produtos lipossomais
IV desenvolvidos em relacdo a um produto de referéncia (Reflection paper on the data
requirements for intravenous liposomal products developed with reference to an innovator
liposomal product) foram os Unicos encontrados contendo recomendacgodes referentes a
produtos lipossomais.

Conforme consta no quadro 4, ndo ha um consenso quanto aos testes necessarios
para caracterizagdo do produto, uma vez que poucos estdo presentes em todos os
documentos publicados pela EMA e FDA (~27%). Cerca de 24% dos testes relacionados no
quadro 4 n3o constam em nenhum dos documentos publicados. E claro que deve-se levar
em consideragao os diferentes objetivos de cada um deles. No documento publicado pela
EMA e nos rascunhos produto-especificos publicados pela FDA, o foco é sempre a
comparagao de um produto lipossomal em relagéo ao inovador (referéncia). No documento
da EMA, apesar desse foco restrito nota-se a auséncia de alguns testes essenciais como
lamelaridade, e para produtos que utilizam a técnica de encapsulamento “ativo”, falta a
determinagdo do gradiente idnico transmembrana e concentracdo dos ions responsaveis
pelo gradiente. Quanto aos documentos publicados pelo FDA, ndo sao contemplados itens
como a avaliagcdo da interacdo entre lipossomos e células, importante para qualquer
formulagcdo lipossomal injetavel; densidade do revestimento polimérico na superficie
lipossomal e estabilidade da ligacdo polimero-lipide, relevantes para lipossomos com

revestimento polimérico.
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O documento da FDA com recomendacgbdes gerais para produtos lipossomais,
descreve os principais problemas de estabilidade de produtos lipossomais, mas néo entra
no mérito de como detecta-los. Contém observacdes com relacdo a mudancas, incluindo a
necessidade de nova caracterizagcdao do produto, e se necessario testes in vivo para
demonstrar que o produto pré e pos alteragcdo sao equivalentes. Menciona também a
necessidade de identificar e avaliar os parametros criticos do processo produtivo.

Recomendacgbes especificas quanto as validagdes, armazenamento e transporte,
especificacbes e métodos analiticos para caracterizagdo do produto ndo sdo abordadas em

nenhum dos documentos.

11. CONSIDERAGOES FINAIS

O processo de regulagdo envolve a tomada de decisbes que requerem
conhecimento. A habilidade de uma autoridade regulatéria cumprir sua missdo de proteger
e promover a saude da populacdo esta diretamente relacionada a sua capacidade de
buscar esse conhecimento, que muitas vezes € dominado pela industria farmacéutica, e
utiliza-lo para a elaboragcédo de legislacdes, guias, e recomendagdes, assim como para a
avaliacdo de pedidos de registro, realizacdo de inspe¢des sanitarias e acompanhamento
dos produtos no mercado.

O diagrama de causa e efeito (Ishikawa) & util para elucidar as causas de eventos
especificos. A utilizagdo de ferramentas como essa pode ser uma grande aliada no
processo regulatorio, pois além de auxiliar a resolugéo de problemas, permite uma analise
sistematica sobre um determinado topico, seja ele um problema a ser avaliado ou nao.

Essa ferramenta permite uma exploragdo mais aprofundada das questdes
relacionadas a problemas identificados em produtos e processos regulados, bem como
processos de trabalho, o que levara a uma resolugdo mais robusta do problema.

Por permitir analises sistematicas sobre um determinado evento, possibilita um
maior conhecimento deste, e estimula a busca por informagdes mais aprofundadas e
especificas acerca do tema, o que direciona os esforgos regulatérios e os torna mais
racionais.

E importante frisar que o grupo de medicamentos nanotecnoldgicos é altamente
diverso, contendo desde lipossomos e nanomateriais baseados em polimeros e carbono
até implantes em tecidos. Assim, € inviavel a publicacdo de um guia geral que contemple os
medicamentos nanotecnoldgicos como uma categoria, uma vez que isso poderia levar a
lacunas na avaliagdo da qualidade, segurancga e eficacia de todos esses produtos. Dessa
forma, as autoridades regulatérias vém adotando até o momento uma abordagem caso a

caso, até que guias mais especificos sejam publicados.



126

A fabricacao de produtos lipossomais nao ¢ trivial, € ndo pode de forma alguma ser
desvinculada do entendimento da complexidade da fungdo de seus componentes, da
interacao entre eles e da forma com que estes se comportam no organismo.

E importante lembrar que com a evolucdo das formulagdes lipossomais, conforme
mostrado na figura 2, a tendéncia para um futuro proximo é de que essa categoria de
produtos se torne cada vez mais diversa e complexa, possivelmente apresentando novas
propriedades que irdo requerer testes adicionais mais adequados. Assim é necessario que
as autoridades regulatérias acompanhem as novas tecnhologias e metodologias de
avaliacdo da qualidade dos produtos lipossomais, a fim de que possam avaliar e intervir de

maneira eficaz nos riscos decorrentes da producdo de medicamentos lipossomais.

12. CONCLUSAO

Com relacdo a qualidade de produtos lipossomais injetaveis, os documentos com
finalidade regulatéria até entao publicados pela FDA e EMA nao contemplam todos os itens
passiveis de avaliagdo, além de nao abordarem questdes relacionadas aos métodos
analiticos para avaliacdo de seus atributos de qualidade. Por se ftratar de produtos
nanotecnoldgicos de alta complexidade, faltam ainda guias contendo requisitos especificos
e testes farmacopeicos para lipossomos. Considerando as especificidades inerentes a
fabricacédo dos lipossomos e dado o numero crescente de formulagdes que potencialmente
podem chegar ao mercado, € urgente o estabelecimento de requisitos que abarquem esses
produtos, bem como os ja comercializados.

Uma revisao extensa da literatura e entrevistas com especialistas na area, aliadas a
uma sistematizagdo do conhecimento na forma de diagramas de causa e efeito (diagramas
de Ishikawa) permitiu proporcionar conhecimento para a atuagao regulatéria e embasar o
desenvolvimento de regulamentagbes ou guias contendo requisitos especificos para
produtos lipossomais injetaveis.

Como principais contribuigcbes dessa dissertagdo, destacamos:

- A identificagdo de atributos de qualidade de produtos lipossomais injetaveis nao
abordados nos documentos publicados, bem como itens relevantes de BPF;

- Uma avaliagdo critica dos métodos analiticos utilizados na caracterizagcdo de alguns dos
principais atributos de qualidade dos produtos lipossomais injetaveis;

- A identificagdo da necessidade de estabelecer requisitos que englobem todas as

especificidades de formulagdes lipossomais injetaveis.
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ANEXOS

ANEXO 1

Perguntas enviadas aos especialistas na area de lipossomos para avaliagao e contribuigdo

relacionadas aos diagramas de eficacia e toxicidade:

Com relagéo aos diagramas de eficacia e toxicidade, e considerando apenas formulagbes

lipossomais injetaveis:

1) Vocé concorda que todos os itens descritos em ambos os diagramas contribuem
respectivamente para a eficacia e toxicidade de um produto lipossomal injetavel? Em caso

negativo, por favor justifique.

2) Vocé concorda que cada “causa” esta corretamente relacionada ao respectivo “efeito”?
Se nao, por favor justifique. (ex.: no diagrama de eficacia: “tamanho da particula” € uma
das “causas” para “eficiéncia de direcionamento”, que por sua vez € uma das “causas” para
“pbiodistribuicdo adequada dos lipossomos”, que por sua vez € uma das causas para

“concentracao e tempo de permanéncia adequados do farmaco no local alvo”).
3) Considerando apenas as “causas raiz” e excluindo aquelas relacionadas ao processo
produtvo, armazenamento e estabilidade, vocé acha que todos os demais devem ser

avaliados em cada lote comercial? Se nao, por favor justifique.

4) Vocé adicionaria alguma outra “’causa” aos diagramas?
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ANEXO 2

Perguntas enviadas aos especialistas na area de lipossomos para avaliagao e contribuicéo

relacionadas ao diagrama de estabilidade:

Com relagéo ao diagrama de estabilidade, e considerando apenas formulagdes lipossomais

injetaveis:

1) Baseado na sua experiéncia, considerando formulagdes lipossomais aquosas, vocé
concorda que todas as causas de problemas de estabilidade descritas no diagrama podem
potencialmente ocorrer durante o periodo de armazenamento do produto final? Se nao, por

favor justifique.

2) Além do periodo de armazenamento do produto final, vocé acha que os problemas
descritos no diagrama (hidrolise, oxidagdo, agregacao, fusao, liberacdo precoce do
farmaco) podem potencialmente ocorrer durante as etapas produtivas, durante o
armazenamento intermediario do produto (entre etapas produtivas) ou durante o periodo

pos-reconstituicdo do produto (no caso de formulagdes liofilizadas)?

3) Para formulagdes aquosas lipossomais, vocé considera que ha outras causas nao

descritas no diagrama? Se sim, quais?

4) Vocé considera que os problemas descritos no diagrama (hidrélise, oxidacgao,
agregacao, fusao, liberagcao precoce do farmaco) e as respectivas causas também sao

aplicaveis para formulagdes liofilizadas? Se sim, quais?

5) Com relagcdo as formulagdes liofilizadas (lipossomos com ou sem o farmaco
encapsulado), vocé considera que ha outras causas nao descritas no diagrama? Se sim,

quais?



