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RESUMO

A encapsulacéo de cisplatina em lipossomas € uma estratégia para reduzir os efeitos adversos
toxicos e aumentar a biodisponibilidade deste farmaco antitumoral na regido acometida pelo
tumor. Para avaliacdo pré-clinica e clinica devem ser produzidos lipossomas com elevada
eficiéncia de encapsulacao, distribuicdo de didmetro homogénea e uma boa estabilidade de
armazenamento. Como a maioria das dispersdes aquosas lipossomais sao instaveis, € muito
utilizada a liofilizacdo na presenca de crioprotetores para a obtencdo de um produto
comercial. O programa de liofilizagéo deve ser desenvolvido de maneira racional baseado nas
temperaturas criticas da formulagdo, e na estabilidade dos excipientes e do farmaco para que
haja reprodutibilidade entre os lotes na producdo em larga escala dos lipossomas. Este
trabalho tem como objetivo avaliar os parametros do processo para a otimizacdo da producéo
piloto e desenvolver um programa de liofilizacdo de uma formulacdo de lipossomas pH-
sensiveis de circulacdo prolongada contendo cisplatina (SpHL-CDDP). O método REV, com
éter etilico como solvente organico, seguido de homogeneizacdo sob alta pressdo a 500 bar
por 6 ciclos e a ultrafiltracdo, como método de purificacdo; e a concentracdo inicial de 0,5
mg/mL de CDDP foram os parametros escolhidos para a producdo de SpHL-CDDP em escala
piloto. Foram obtidos SpHL-CDDP com teor de encapsulacdo de 30,2 %, didametro médio de
94,6 nm, monodispersos e potencial zeta de 3,1 mV. A liofilizacdo de SpHL-CDDP utilizando
trealose na razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p, feita apds congelamento lento na razdo de
1°C/min, foi realizada nas condicBes seguintes: secagem primaria a -35°C e 100 mTorr,
secagem secundaria a +25°C e 100 mTorr e teve a duracdo de aproximadamente 27 horas,
formando pastilhas brancas elegantes com teor de umidade residual de 2,81 %. Apds a
reidratacdo de SpHL-CDDP liofilizados, houve retencdo de 87,5 % da cisplatina encapsulada
e formacéo de vesiculas de didmetro médio de 302,2 nm, heterodispersas e potencial zeta de
4,4 mV.

Palavras-chave: cisplatina, lipossomas, producao piloto, liofilizac&o, crioprotecéo



ABSTRACT

The CDDP entrapment into liposomes is an alternative to circumvent severe side effects and
increase antitumor drug bioavailability in the tumor. For pre-clinical and clinical studies, the
large scale production of liposomes with high encapsulation efficiency, homogeneous size
distribution and a good storage stability is required. Since aqueous liposome dispersions are
unstable, freeze-drying in the presence of cryoprotectants is widely used to obtain a
commercial product. In order to design an optimum freeze-drying process, it must be
developed at a rational manner. The critical temperatures of the formulation, the stability of
the drug and the properties of the excipients must be investigated so that there is
reproducibility between lots in large-scale production of liposomes. The aim of this work was
to evaluate the process parameters for the optimization of pilot production and to develop a
freeze-drying process of long-circulating and pH-sensitive liposomes containing cisplatin
(SpHL-CDDP). The REV method, using ethyl ether as organic solvent, followed by
homogenization at 500 bar for 6 cycles and ultrafiltration as purification method, and the
CDDP initial concentration of 0.5 mg/mL were the parameters chosen for the production of
SpHL-CDDP in pilot scale. SpHL-CDDP presented a mean diameter of 94.6 nm,
monodisperse size distribution, zeta potential of 3.1 mV and an encapsulation percentage of
30.2 %. The lyophilization of SpHL-CDDP, containing trehalose at the sugar:phospholipid
(w/w) ratio of 2:1, was performed by slow freezing, primary drying at -35°C and 100 mTorr,
secondary drying at 25°C and 100 mTorr. It lasted approximately 27 hours and produced a
white and elegant cake which showed a residual moisture of 2.81 %. After reconstitution of
freeze-dried SpHL-CDDP, the liposomes were able to retain 87.5 % of CDDP and resulted in
vesicles of mean diameter of 302.2 nm, zeta potential of 4.4 mV and heterodisperse size

distribution.

Keywords: cisplatin, liposomes, pilot production, freeze-drying, cryoprotection
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1 INTRODUCAO

A cisplatina (CDDP) é um dos farmacos mais efetivos e potentes da terapia
antitumoral, sendo utilizada como tratamento de primeira escolha contra varios tipos de
tumores solidos (KONDAGUNTA et al., 2005), porém apresenta alguns inconvenientes, tais
como: os efeitos adversos graves, o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco, a rapida
inativacdo, além de incompatibilidades farmacotécnicas durante sua administracdo (MONTI
et al., 2005). Uma forma de reduzir os efeitos colaterais e toxicos, assim como aumentar o
indice terapéutico da CDDP, é a sua encapsulacdo em lipossomas (VELINOVA et al., 2004).

Os lipossomas sdo sistemas lipidicos dispersos constituidos frequentemente por
fosfolipides, os quais em meio aquoso se organizam espontaneamente em bicamadas
formando vesiculas esféricas (LASIC, 1998). Estes sistemas foram sugeridos para a utilizacdo
na terapia do cancer por Gregoriadis e colaboradores, em 1974. Lipossomas podem ser usados
no tratamento do cancer devido a sua capacidade de atravessar os poros da neovascularizacéo
malformada que irriga a regido tumoral (FERRARI, 2005). Além disto, eles sdo capazes de
diminuir a captacdo pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM) através da utilizacdo de
polimeros hidrofilicos acoplados a sua superficie. Lipossomas podem também agir na regido
tumoral ap6s um direcionamento ativo, no qual ligantes especificos sdo inseridos na superficie
lipossomal (TRAN et al.,, 2009; TORCHILIN, 2009). Estas estratégias minimizam a
degradacdo do farmaco e a inativacdo apds a administracdo, bem como aumentam a sua
biodisponibilidade e a fracdo deste que é liberada na regido patoldgica, aumentando deste
modo a eficécia e/ou diminuindo a sua toxicidade.

O extenso interesse no uso de lipossomas como carreadores de farmacos exige
procedimentos que atendam aos padrdes farmacéuticos quanto a preparagdo e caracterizagcdo
das vesiculas. Procedimentos tecnoldgicos aceitaveis devem ser reprodutiveis em larga escala
e economicamente viaveis (VEMURI; RHODES, 1995). Além disto, para serem empregados
como carreadores de farmacos, também € importante que os lipossomas mantenham-se
suficientemente estaveis por um periodo de tempo razoavel, pois podem sofrer mudangas
tanto fisicas quanto quimicas durante o armazenamento. A estabilidade dos lipossomas sob a
forma liquida é reduzida devido aos fendbmenos de agregacdo e/ou fusédo e devido ao fato dos
fosfolipides, constituintes das vesiculas, sofrerem hidrolise e oxidacdo em meio aquoso. Estes
fendmenos de instabilidade das vesiculas podem ocasionar o extravasamento do material
encapsulado. A liofilizacdo na presenca de agentes crioprotetores € uma alternativa a obtencao

de um sistema de liberacdo de farmacos mais estavel (CHOW et al., 1995; VEMURI,
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RHODES, 1995; MOHAMMED et al., 2006). Formulages liofilizadas tém a vantagem de
uma melhor estabilidade e também proporcionam uma facilidade de manuseio no transporte e
no armazenamento.

Uma formulacdo de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada de cisplatina
(SpHL-CDDP) foi desenvolvida em escala laboratorial, pelo grupo de pesquisa coordenado
pela Prof® Ménica Cristina de Oliveira, mediante 0 emprego do método de evaporacdo em
fase reversa (REV), seguido de extrusdo e ultracentrifugacdo (VIEIRA, 2003). Estudos de
biodistribuicdo mostraram que apds a administracdo de SpHL-CDDP, por via endovenosa, a
CDDRP atingiu uma concentracdo aproximadamente 2 vezes maior em tumores solidos de
camundongos do que apds a administracdo de CDDP livre (CARVALHO-JUNIOR et al.,
2007; JUNIOR et al., 2007). O uso de SpHL-CDDP também mostrou menor acumulacéo de
CDDP nos rins e maior sobrevida dos camundongos com carcinomatose peritoneal em relacao
a CDDRP livre, ap6s sua administracdo por via intraperitoneal. Além disto, SpHL-CDDP foi
capaz de diminuir a toxicidade na medula éssea, apds administracdo intraperitoneal (LEITE et
al., 2009; ARAUJO et al., 2011; MARONI et al., 2012; LEITE et al., 2012).

Diante destes resultados, foi iniciada a pesquisa da viabilidade da transposicdo de
escala e da producdo desta formulacdo sob as formas liquida e liofilizada para posterior
avaliacdo em testes clinicos. Um processo de producdo piloto de SpHL-CDDP, constituido
pelas etapas sucessivas de evaporacdo em fase reversa (REV), homogeneizacdo sob alta
pressdo e ultrafiltracdo foi desenvolvido. Contudo, fez-se necessaria a otimizacdo dos
parametros de producdo visando o aumento do teor de encapsulacdo. SpHL-CDDP,
armazenados sob a forma liquida e liofilizada, apresentaram manutencdo do diametro das
vesiculas e do potencial zeta, durante 135 dias de armazenamento e a forma liofilizada
(contendo trealose como substancia crioprotetora) foi mais eficiente na retencdo da CDDP
encapsulada do que a forma liquida (GIUBERTI et al., 2011).

O extravasamento do soluto e a viabilidade da liofilizacdo sdo os principais desafios
para a estabilidade de armazenamento de formulagfes lipossomais (WIEBER; SELZER;
KREUTER, 2012). Embora nas Ultimas décadas o interesse nos lipossomas como sistema de
liberacdo de farmacos para uma grande variedade de moléculas e em diferentes areas de
aplicacdo tenha crescido exponencialmente, apenas algumas formula¢Ges foram aprovadas
pelas agéncias de regulacdo de medicamentos para aplicacdes parenterais. Alem disto, o
namero de estudos clinicos é esparso em relagdo a quantidade de trabalhos na area. Produtos
comercializados atualmente incluem os lipossomas liofilizados de anfotericina B

(Ambisome®) e algumas formulacBes contendo doxorrubicina (Doxil®, EUA = Caelyx®,
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Europa; e Myocet®). No setor de vacinas, poucas formulagfes lipossomais (Epaxal® ou
Inflexal V®) estdo sendo comercializadas.

O delineamento de um processo de liofilizacdo é frequentemente abordado por um
método empirico de "tentativa e erro”. Consequentemente, as liofilizacbes de uso comercial
ndo sdo, na maioria das vezes, nem robustas nem eficientes. A estabilidade do farmaco
durante a liofilizagdo e armazenamento, e a duragdo do ciclo sdo as duas principais
consideracOes a serem feitas na otimizacdo deste processo. Para tanto, deve-se conhecer as
propriedades criticas da formulacéo e aplica-las no delineamento do programa de liofilizacao.
Estas propriedades incluem a temperatura de colapso da formulagdo, a estabilidade do
farmaco e as propriedades dos excipientes (TANG; PIKAL, 2004). O programa de liofilizacéo
empregado deve ser otimizado, bem como o estudo do emprego dos crioprotetores, a fim de
se obter lipossomas ap0s o processo de liofilizacdo/reidratacdo, com uma populacdo de
vesiculas exclusivamente < 500 nm, didmetro tal que permite o extravasamento das particulas
em tecidos com permeabilidade vascular aumentada, condicdo frequentemente presente no
caso de tumores (LASIC, 1998; YUAN et al., 1995).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

O céncer é uma doenga que pode acometer 6rgdos e tecidos de diferentes origens
histoldgicas, se manifestar com diferentes comportamentos bioldgicos e que tem em comum o
crescimento desordenado das células do organismo. As caracteristicas que diferenciam o0s
diversos tipos de cancer entre si variam de acordo com o tipo de célula acometida, sua
velocidade de multiplicacdo e a capacidade de invadir tecidos e érgdos distantes, originando
as metastases. O surgimento do cancer ocorre através da transformacéo de uma célula normal
em célula cancerosa devido a alteracdo do seu DNA. As causas do cancer sao variadas e estao
associadas a participacao de virus, a acdo de substancias quimicas do meio ambiente ou da
alimentacdo, ou ainda a influéncia de agentes fisicos, tal como a radiacdo. A célula cancerosa
prolifera-se desordenadamente, perde a capacidade de aderéncia, invade os tecidos vizinhos,
penetra nos vasos sanguineos e linfaticos e espalha-se pelo organismo, estabelecendo-se em
locais distantes de sua origem, onde produz os tumores secundarios (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2000).

Uma caracteristica marcante dos tecidos tumorais é o fato do pH extracelular (pHe) ser
mais &cido que o pH dos tecidos normais. O pH intracelular (pH;) de ambos os tecidos é
relativamente similar devido a necessidade de se manter um ambiente favoravel para as varias
atividades citoplasmaticas. Portanto, o pH. substancialmente reduzido no tumor quando
comparado com o tecido normal, promove um gradiente de pH celular diferente nestes dois
tecidos. Uma das hipoteses mais aceitas para explicar o baixo pHe nos tecidos tumorais € o
clearance ineficiente dos metabdlitos acidos produzidos durante a glicélise aerébica intensa
da célula cancerosa (STUBBS et al., 1999).

O céncer é a segunda maior causa de morte nos paises industrializados depois das
doencas cardiovasculares, onde uma em cada quatro pessoas adquire a doenga e uma em cada
cinco morre (FONTES et al., 2005). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que,
no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito
deste aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas. No Brasil, as estimativas para o
ano de 2012 serdo validas também para o ano de 2013 e apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de cancer de pele ndo

melanoma, refor¢cando a magnitude do problema do cancer no pais. Sem os casos de cancer da
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pele ndo melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos. Para o sexo masculino, os
tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulmao, colon e reto
e estdbmago; e os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do utero, colon e reto, e

glandula tireoide, para o sexo feminino (INCA, 2011).

2.2 Tratamento do cancer

Existem trés principais tipos de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. A técnica cirdrgica pode levar a remogdo de tumores com eficacia, nos casos
em que ndo apresentam metastase. A radioterapia (geralmente raios gama, radiois6topos como
cobalto-60, raios X) é usada comumente em conjunto com a cirurgia, com incremento da
eficacia do tratamento. Entretanto, na ocorréncia de metastase, faz-se necessaria uma
abordagem sistémica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70 % dos casos, com a
quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005).

2.2.1 Cisplatina

CI ""f: o N H 3

L %
"l‘: L

Pt
cl” NH,

Figura 1 - Formula estrutural da cisplatina.

A cis-diaminodicloroplatina (I1I) (CDDP) é um complexo inorganico divalente,
hidrossoluvel, que contém platina (Figura 1). CDDP e outros farmacos relacionados, como a
carboplatina, formam fortes intermediarios eletrofilicos que atuam via substituicdo
nucleofilica na formacdo de ligagcdes cruzadas no DNA. O mecanismo de acdo da CDDP
envolve a entrada na célula, onde o ion cloreto se dissocia e gera um complexo que reage com
a dgua. A substituicdo do cloreto por agua fornece uma molécula carregada positivamente (a
espécie ativada da droga) a qual, a seguir, reage com acidos nucleicos
(BOULIKAS;VOUGIOUKA, 2003).

A interagdo da CDDP com o DNA é através da ligacdo aos atomos N7 dos anéis
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imidazdlicos de guanosina e adenosina. Trés diferentes tipos de ligagdes podem ser formadas
com as bases puricas do DNA: monoadutos, ligagfes cruzadas intracadeia e ligagdes cruzadas
intercadeia. Os monoadutos sdo os primeiros a serem formados pela perda de uma molécula
de &gua da espécie, entretanto, 90% dos monoadutos reagem para formar ligacdes cruzadas,
sendo quase todas do tipo intracadeia. As ligagOes cruzadas promovem a contor¢do da
estrutura do DNA, o que pode ser responsavel pela citotoxicidade por blogquear mecanismos
de reparagdo, transcricdo e replicacdo do DNA e favorecer a iniciacdo do processo de
apoptose. A CDDP também € capaz de promover a ativacao das caspases apoptoticas pela
ativagdo da via do estresse do reticulo endoplasmatico (RABIK; DOLAN, 2007).

Considerado um dos farmacos mais efetivos e potentes na terapia antitumoral, a
CDDP é frequentemente utilizada como tratamento de primeira escolha contra varios tipos de
tumores sélidos, incluindo cancer testicular, carcinoma de ovario, cancer de cabeca e pescoco
e cancer de pulméo (KONDAGUNTA et al., 2005; MUGGIA;FOJO, 2004; SHIRAZI et al.,
1996; LE CHEVALIER et al., 1994; GUILLOT et al., 1992; KRIEGER et al., 2010; HIRAI
etal., 2010).

A CDDP é geralmente administrada por via intravenosa (IV) e é disponibilizada
comercialmente como solucéo injetavel na concentracdo de 1 mg/mL. Os esquemas tipicos de
administracdo intravenosa de CDDP, como agente Unico a adultos ou criancas, sdo: 50-100
mg/m® como infusdo IV a cada 3 ou 4 semanas; ou infusdo IV de 15-20 mg/m? por dia
durante 5 dias consecutivos, a ser repetido a cada 3 ou 4 semanas (MARTINDALE, 2005).

A CDDP também tem sido administrada por via intraperitoneal com a finalidade de se
atingir niveis tumoricidas do farmaco localmente, ao mesmo tempo em que os efeitos
colaterais sistémicos sdo minimizados (TAMURA et al., 2002). Grande parte dos estudos da
eficdcia da administracdo intraperitoneal tem utilizado agentes quimioterapicos para o
tratamento da carcinomatose peritoneal e do cancer ovariano. Como 50 % dos pacientes com
doengas malignas gastrointestinais e ginecologicas, apresentam carcinomatose peritoneal logo
apos cirurgia local, ha um grande interesse em utilizar esta via de administracdo (PHILLIPS et
al., 2002). A razdo para a terapia intraperitoneal em céancer ovariano é porque o peritdnio
recebe exposicdo sustentada de altas concentracbes dos agentes antitumorais, enquanto
tecidos sadios, como a medula 6ssea, sdo relativamente poupados (ARMSTRONG et al.,
2006).

Armstrong e colaboradores (2006) conduziram um estudo no qual foi realizada a
administracdo loco-regional de CDDP na cavidade abdominal de pacientes com carcinoma

ovariano estagio Ill ou carcinomatose peritoneal primaria, que levou a uma reducdo de 25%
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de mortalidade se comparada a administracéo intravenosa. Embora grande parte dos fa&rmacos
administrados por esta via sejam rapidamente depurados do fluido peritoneal, esta forma de
administracdo pode atingir picos de concentragdes mais elevadas neste fluido quando
comparadas com o mesmo farmaco administrado por via IV (PHILLIPS et al., 2002).

A maioria dos farmacos antitumorais sdo moléculas hidrossollveis pequenas, como a
CDDP, que sdo absorvidas rapidamente através dos capilares e atingem a circulacéo
sanguinea. Isto dificulta a manutencdo de uma concentracdo adequada do farmaco na
cavidade intraperitoneal por longos periodos. Como as particulas corpusculares sdo captadas
lentamente pelo sistema linfatico sem serem absorvidas pelos capilares, ficando retidas na
cavidade peritoneal, o tratamento da carcinomatose peritoneal é uma aplicacdo potencial dos

lipossomas contendo agentes antitumorais (KUMAGAI et al., 1996).

2.2.2 Inconvenientes da utilizacdo da CDDP

A CDDP apresenta como inconvenientes na sua utilizacdo: os efeitos adversos graves,
o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco e sua rapida inativacdo devido a complexacéo
com o plasma e proteinas teciduais, além de incompatibilidades farmacotécnicas durante sua
administracdo. Os efeitos toxicos deste farmaco, em animais e humanos, incluem
nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade e mielosupressédo. Contudo seu principal
efeito adverso dose-limitante é a nefrotoxicidade (BOULIKAS;VOUGIOUKA, 2003). Os
efeitos nefrotoxicos da CDDP sdo cumulativos e aumentam com a dose e duracdo do
tratamento (MARTINDALE, 2005).

A resisténcia a CDDP parece envolver uma combinagdo de mecanismos incluindo
diminuicdo do transporte do farmaco, aumento da detoxificacdo celular devido a glutationa e
metalotioneinas, e aumento na capacidade de reparo celular, bem como altera¢6es nas vias de
apoptose celular (MONTI et al., 2005). Como exemplos de incompatibilidades da CDDP com
outros farmacos ou constituintes da formulacdo podemos citar: (i) sua precipitacdo em
presenca de etoposideo dissolvido em solugdo de NaCl 0,9 % (p/v); (ii) precipitacdo em
presenca de tiotepa dissolvida em solugéo de glicose a 5 % (p/v) e (iii) degradacdo da CDDP
decorrente de sua interacdo com trometamol, um excipiente utilizado na formulacdo de 5-
Fluorouracila (TRISSEL; MARTINEZ, 1996; FOURNIER et al. 1992).

29



Existem duas estratégias para aumentar a seguranca da utilizacdo deste farmaco: 1) o
desenvolvimento de farmacos andlogos, como a carboplatina e a oxaliplatina e 2) o

desenvolvimento de novas formulacdes farmacéuticas alvo-especificas.

2.3 Sistemas nanoestruturados para liberacéo de farmacos

A associacdo de farmacos ja em uso a um sistema transportador, visando direcionar o
farmaco para a célula alvo e evitar os locais indesejaveis onde o farmaco exerce toxicidade,
oferece um ganho de tempo na fase de desenvolvimento de um produto porque usa um
farmaco ja caracterizado do ponto de vista farmacoldgico (FREZARD et al., 2005). O
direcionamento de farmacos por meio de sistemas carreadores tem sido amplamente estudado.
A nanotecnologia, uma area do conhecimento cientifico de carater multidisciplinar, que
envolve a criagdo e utilizacdo de materiais, instrumentos e sistemas em uma escala
nanométrica, estd associada a tecnologia farmacéutica no desenvolvimento de sistemas
transportadores de farmacos. A oncologia representa 0 campo da medicina no qual a
nanotecnologia tem feito as maiores contribuicdes. Nos ultimos 15 anos, nanossistemas
ocuparam um importante nicho no tratamento do cancer, e os lipossomas de doxorrubicina
foram o primeiro sistema nanoestruturado disponivel comercialmente (SAKAMOTO et al.,
2010).

2.3.1 CDDP em sistemas nanoestruturados

Inimeras pesquisas cientificas tém utilizado nanossistemas para a veiculagdo da
CDDP, entre as quais sdo destacadas as nanoparticulas (XU et al., 2006); microesferas
(KUMAGAI et al., 1996), micelas poliméricas (NISHIYAMA et al., 2003) e lipossomas
(BOULIKAS, 2004; STATHOPOULOS et al., 2006; JUNIOR et al., 2007).

Xu e colaboradores (2006) desenvolveram nanoparticulas de CDDP constituidas de
caprolactona/polietilenoglicol ou  caprolactona/polimetacrilato, com  eficiéncia de
encapsulagdo de aproximadamente 90 %. Estas nanoparticulas foram testadas em células de
adenocarcinoma de ovario SKOV-3, as quais sdo células resistentes a CDDP, dentre outros
farmacos. As nanoparticulas de CDDP foram capazes de ser internalizadas pelas células e
mostraram uma elevada eficacia antitumoral.

Microesferas constituidas de copolimeros de acido latico-acido glicélico foram

desenvolvidas para a encapsulacdo de CDDP (CDDP-PLGA), apresentando diametro de
30



aproximadamente 100 um e teor de encapsulagdo de 5 % (KUMAGAI et al., 1996). CDDP-
PLGA foram administradas por via intraperitoneal em ratas com carcinomatose peritoneal e
mostraram ser mais efetivas quanto a sobrevida dos animais do que a solu¢cdo de CDDP. Além
disto, a preparacéo liberou o farmaco lentamente por um longo periodo de tempo na cavidade
peritoneal.

Micelas poliméricas constituidas por polietilenoglicol-acido poliglutdmico e CDDP
foram investigadas quanto a capacidade de constituirem um sistema de liberacéo de farmacos
tumor-especifico. As micelas poliméricas apresentaram um didmetro de 28 nm, com
distribuicdo muito homogénea e teor de encapsulacdo de 39 %. As micelas contendo CDDP
apresentaram elevada estabilidade em &gua, mesmo em solu¢fes muito diluidas. Entretanto,
em solugdes ricas em ions cloreto, estas se dissociam acompanhadas de liberacdo da CDDP
(NISHIYAMA et al., 2003).

A formacdo de lipossomas constituidos por lipides carregados negativamente podem
permitir a interagdo eletrostatica com as espécies aquosas da CDDP, carregadas
positivamente. A cinética de liberacdo de lipossomas de CDDP constituidos por
dioleilfosfatidilcolina:dioleilfosfatidilserina  (DOPC/DOPS) é temperatura-dependente,
ocorrendo perda de 75 % do conteido com uma meia-vida de 6,5 h a 37°C (VELINOVA et
al., 2004).

Uma formulagdo de lipossomas de CDDP, Lipoplatin®, foi desenvolvida com a
finalidade de reduzir a toxicidade sisttmica da CDDP e direciona-la aos sitios tumorais. Esta
formulacdo é constituida por dipalmitoilfosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, colesterol e
diestearoilfosfatidiletanolamina acoplada ao polietilenoglicol 2000, com diametro vesicular
médio de 110 nm. Lipoplatin® mostrou-se menos toxica que a CDDP livre em ratos apos
administracdo por via intravenosa e intraperitoneal (BOULIKAS, 2004).

Em estudos clinicos de fase I-1l conduzidos em pacientes portadores de cancer de
pancreas e refratarios ao tratamento com gencitabina, Lipoplatin® foi associado com
gencitabina para avaliagdo de eficicia e toxicidade. O avanco detectado foi a menor
toxicidade observada, atribuida ao uso de Lipoplatin® (STATHOPOULOS et al., 2006). Em
um estudo clinico de fase Il realizado em pacientes portadores de cancer de cabeca e
pescogo, o perfil farmacocinético do Lipoplatin®, em combinacdo com 5-fluorouracil,
apresentou um clearance maior e uma meia-vida menor do que a CDDP livre, o que confirma
a observacdo clinica de toxicidade reduzida, especialmente nefrotoxicidade (JEHN et al.,
2007).
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Outra formulacdo de CDDP lipossomal, denominada SPI-077 é constituida por
fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol e diestearoilfosfatidiletanolamina associada a
metoxipolietilenoglicol 2000 (DSPE-mPEGaoqo), razdo molar 51:44:5, respectivamente. SPI-
077 foi delinecada a fim de “direcionar a CDDP” as células tumorais através do retardo da
excrecdo renal e aumento do tempo de circulagdo, para reduzir a toxicidade ocasionada pela
CDDP na sua forma livre e evitar os procedimentos profilaticos como hidratacdo e utilizacao
de anti-eméticos. Entretanto, reacGes graves de hipersensibilidade aos componentes da
formulacdo fizeram necessaria a profilaxia com corticosterdides e anti-histaminicos
(NEWMAN et al., 1999). Com relagdo aos estudos pré-clinicos de eficacia antitumoral
realizado em camundongos, Newman e colaboradores (1999) mostraram que SPI-077 exibiu
atividade superior a CDDP livre. Entretanto, os estudos clinicos de fase | e Il em pacientes
portadores de carcinoma escamoso de cabeca e pescoco avancado demonstraram ineficacia
desta formulacdo, sendo esse fato atribuido a baixa biodisponibilidade e a lenta cinética de
liberacdo da CDDP a partir dos lipossomas (HARRINGTON et al., 2001).

Woo e colaboradores (2008) desenvolveram uma formulacdo de lipossomas
termossensiveis de CDDP, composta por dipalmitoilfosfatidilcolina/estearoil-hidroxi-
glicerofosfocolina/diestearoilfosfatidiletanolamina acoplada a  metoxi-polietilenoglicol
(DPPC/MSPC/mDSPE-PEG2000; razdo molar igual a 90:10:4, respectivamente), no qual o
lisofosfolipide (MSPC) facilita a rapida liberagdo do farmaco, ocorrendo num intervalo de
tempo igual a segundos. Quando esta formulacdo foi incubada a 42 °C, 100 % da CDDP foi
liberada da formulacdo em 30 minutos.

Estudos realizados por Junior e colaboradores (2007) demonstraram que os lipossomas
pH-sensiveis de circulacdo prolongada contendo cisplatina (SpHL-CDDP) apresentam uma
maior atividade citotdxica sobre a linhagem celular A549 (células cancerosas de pulméo
humano) do que a CDDP livre. Além disto, esta formulagdo exibiu a mesma eficiéncia em
células sensiveis e em celulas resistentes a CDDP, o que sugere que esta formulacdo pode
burlar os mecanismos de resisténcia oferecidos pelas celulas a penetracdo do farmaco.
Estudos de biodistribuicdo mostraram que apds a administracdo de SpHL-CDDP, por via 1V,
a CDDP atingiu uma concentracdo aproximadamente 2 vezes maior em tumores solidos de
camundongos do que ap0s a administracdo de CDDP livre (CARVALHO-JUNIOR, 2007,
JUNIOR et al., 2007). O uso de SpHL-CDDP também mostrou menor acumulacédo de CDDP
nos rins e maior sobrevida dos camundongos com carcinomatose peritoneal em relacdo a

CDDRP livre, ap6s sua administracdo por via intraperitoneal. Além disto, SpHL-CDDP foi
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capaz de diminuir a toxicidade na medula éssea, apds administragdo intraperitoneal (LEITE et
al., 2009; ARAUJO et al., 2011; MARONI et al., 2012; LEITE et al., 2012).

2.4 Lipossomas

2.4.1 Definicéo

Lipossomas sdo sistemas lipidicos dispersos constituidos frequentemente por
fosfolipides, os quais em meio aquoso se organizam espontaneamente em bicamadas
formando vesiculas esféricas. Estas bicamadas circundam uma cavidade aquosa interna e se
encontram envolvidas por um meio aquoso (Figura 2). Considerando gque os lipossomas sao
constituidos por moléculas anfifilicas, os mesmos sdo capazes de encapsular substancias
hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas. Moléculas hidrofilicas sdo encapsuladas na sua cavidade
interna, onde estdo presentes os grupos polares dos fosfolipides. As substancias lipofilicas sdo
acomodadas na regido apolar da bicamada e as anfifilicas ao longo de toda sua extensédo,
interagindo com a regido apolar e polar. Estes sistemas lipidicos foram descritos, na década de
60, por Bangham e colaboradores (1965) como modelos de membranas bioldgicas. A
utilizacdo dos lipossomas como sistemas de liberacdo de farmacos foi proposta na década de
70. Entretanto, as primeiras formulacdes de lipossomas estudadas ndo produziram o0s
resultados esperados, devido principalmente a instabilidade das vesiculas, ao baixo teor de
encapsulacdo dos farmacos e a escolha inadequada da via de administracdo. Sua utilizacao foi
viabilizada apds o entendimento das caracteristicas de estabilidade e de interacGes desta forma
farmacéutica (LASIC, 1998).

2.4.2 Classificacdo
As propriedades quimicas e fisico-quimicas dos lipossomas variam de acordo com sua

composi¢do lipidica, didmetro vesicular, lamelaridade, carga superficial e método de

preparagéo.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do lipossoma demonstrando uma cavidade aquosa (2)
envolvida por uma bicamada lipidica (1). A bicamada lipidica, visualizada em maior aumento,
mostrando a cabeca polar (regido hidrofilica) e a cauda apolar (regido hidrofébica) dos
fosfolipides. O n°3 representa 0 meio aquoso externo e n°4, a superficie de ligacdo de
modificadores estruturais.

2.4.2.1 Lipossomas unilamelares e multilamelares

Os lipossomas sao classificados de acordo com o didametro e nimero de bicamadas em
(i) vesiculas unilamelares pequenas (SUV), (ii) vesiculas unilamelares grandes (LUV) e (iii)
vesiculas multilamelares (MLV). As vesiculas unilamelares, formadas por uma bicamada
Unica, sdo denominadas SUV quando possuem diametro compreendido entre 25-50 nm e
LUV, quando sdo maiores que 100 nm (Figura 3). Os lipossomas multilamelares sdo
formados por bicamadas sucessivas, separadas por compartimentos aquosos, com diametro
compreendido entre 100-1000 nm (NEW, 1990; SAHOO, 2003).
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Figura 3 — Classificagédo de lipossomas quanto ao didmetro e numero de bicamadas (Adaptado
de LASIC, 1998).

2.4.2.2 Lipossomas convencionais e de circulacdo prolongada

Na evolucdo do seu emprego como carreadores de farmacos, algumas alteracdes foram
realizadas na estrutura béasica dos lipossomas, as quais possibilitaram maior aplicacéo
terapéutica devido as modificacbes das caracteristicas de interacdo com 0s sistemas
biol6gicos. Os lipossomas convencionais, quando administrados por via endovenosa, sofrem
adsorcdo de proteinas séricas (opsoninas), ocasionando sua captura pelas células do sistema
fagocitario mononuclear (SFM), sobretudo no figado, baco e medula 6ssea. Foi observado
que a incorporacdo, na membrana dos lipossomas, de lipides acoplados a polimeros de
etilenoglicol (PEGs), altera sua interagdo com o ambiente, sendo o efeito mais importante o
impedimento da captura pelos macréfagos e o prolongamento de sua presenca na corrente
sanguinea. Estes lipossomas, denominados lipossomas de circula¢do prolongada (Figura 4),
permitem uma distribuicdo do farmaco para outros 6rgdos além daqueles do SFM (FONTES
et al., 2005; TORCHILIN, 2007). ConcentracOes de 5-10 % de fosfatidiletanolamina acoplado
a PEG (PE-PEG) de massa molecular compreendida entre 1000-2000 Da conferem excelente
estabilidade fisico-quimica, além da propriedade de circulacdo prolongada as formulacGes
(ULRICH, 2002).
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Figura 4 — Representacao esquematica dos lipossomas de circulagéo prolongada.

Antes do advento das formulagdes com polimeros hidrofilicos acoplados aos
fosfolipides, foram utilizados lipossomas pequenos, com membrana rigida e neutros, como
tentativa de reducdo da acdo do SFM sobre os lipossomas. Entretanto, este tipo de lipossoma
tem sérias desvantagens como sistema de liberagdo de farmacos, que incluem: pequeno
volume interno de encapsulacdo, aumento do diametro das vesiculas durante armazenamento,
poucas substancias disponiveis para este tipo de formulacdo e perfil farmacocinético dose-
dependente (PAPAHADJOPOULOS; GABIZON, 1995).

2.4.2.3 Lipossomas pH-sensiveis
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Figura 5 — Estruturas quimicas de CHEMS (A), DOPE (B) e DSPE-MPEG;y (C).

36



O uso de lipossomas pH-sensiveis como sistemas de liberacdo de farmacos foi
sugerido a partir da observagéo de que tecidos enfermos (tumores, inflamagdes e infeccdes)
apresentam um pH menor do que os tecidos normais (GULINO et al., 1967), além do fato de
que alguns tipos de virus desenvolveram estratégias para aproveitar-se da acidificacdo do
meio do lumen endossomal para infectar células (SIMOES et al., 2004). Estes lipossomas
exibem transicOes de fases, caracteristicas dos seus constituintes fosfolipidicos, que séo
responsaveis pela desestabilizacdo das vesiculas em meio acido e sdo estaveis em pH
fisioldgico (pH 7,4).

Os lipossomas pH-sensiveis sdo constituidos por fosfolipides derivados da
fosfatidiletanolamina (PE), como por exemplo, a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE). Estes
derivados organizam-se em meio aquoso, a temperatura ambiente, sob a forma hexagonal, ndo
sendo capazes de se apresentar na forma de vesiculas (SIEGEL, 1986). A formacdo de
lipossomas com estes fosfolipides requer a adicdo de agentes estabilizantes, normalmente
lipides carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila (CHEMS), que em pH fisioldgico

encontram-se sob a forma ionizada (Figura 5).
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Figura 6 — Representacéo esquematica da organizagdo estrutural de derivados da PE na
auséncia e na presenca de CHEMS.

Estes estabilizantes sdo capazes de inserir-se entre as moléculas de fosfolipides, e o
aparecimento de repulsGes eletrostaticas entre o0s grupamentos carboxila, presentes no
estabilizante, e os grupos fosfato dos fosfolipides, favorecem a organizacéo lamelar (Figura

6), possibilitando a formacédo dos lipossomas. A exposic¢ao dos lipossomas pH-sensiveis a um
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meio acido resulta na protonacdo dos agentes estabilizantes, com consequente
desestabilizacdo das vesiculas e a liberacdo do material encapsulado (OLIVEIRA et al.,
2000).

2.5 Propriedades fisicas, fisico-quimicas e quimicas dos lipossomas

As propriedades e aplicacGes dos lipossomas dependem das caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas de suas membranas. A bicamada lipidica constitui uma estrutura dinamica
passivel de sofrer deformacdes, de abrir e fechar os poros, de sofrer fusdes e permitir o
deslocamento lateral de seu material estrutural. A fluidez da bicamada é delineada por
diferentes tipos de movimentos moleculares, como difusdo lateral, difusdo rotacional,
movimento flip-flop e flexdo das cadeias hidrocarbonadas. O comprimento das cadeias
hidrocarbonadas bem como seu grau de insaturacdo influenciam a fluidez. A temperatura
também é um fator importante a ser considerado. De forma geral, a fluidez da membrana
aumenta com o0 aumento da quantidade de duplas ligagbes. Assim, determinadas bicamadas
com alto grau de insaturacdo nas cadeias hidrocarbonadas podem apresentar alta fluidez

mesmo em temperaturas reduzidas (NEW, 1990).

2.5.1 Transigdo de fase dos lipides

As bicamadas lipidicas (lamelas) apresentam transicdes de fase que estdo relacionadas
com a temperatura e a pressao externa. Uma transicdo de fase é caracterizada pela mudanca
conformacional das cadeias hidrocarbonadas. Os grupos metileno podem assumir diferentes
conformacdes devido as rotacOes das ligagdes carbono-carbono resultantes de variacfes de
temperatura e pressdo. A temperatura efetiva de transicdo de fase depende de varios fatores:
tamanho das cadeias hidrocarbonadas, grau de saturacdo das cadeias hidrocarbonadas,
natureza do grupo polar dos fosfolipides, grau de hidratacdo do grupo polar do fosfolipide,
composic¢do da formulagéo e forca idnica do meio (NEW, 1990).

A fluidez da bicamada, quando constituida de um Unico tipo de lipide, depende da
temperatura de transicdo de fase do estado gel (so6lido) para o estado liquido-cristalino (fluido)
(Tm). Quando a temperatura do meio € igual a Tm, as cadeias hidrocarbonadas dos lipides
passam do estado ordenado (sélido) para o estado fluido no qual estas se encontram

desordenadas e tém grande liberdade de movimento. Portanto, de acordo com a Tm, as
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membranas lipossomais de diferentes composi¢des podem exibir diferentes niveis de fluidez
sob as mesmas condicOes de temperatura. A permeabilidade da bicamada depende da fluidez
da membrana e da natureza do soluto encapsulado. A taxa de permeabilidade mais elevada
ocorre na Tm e é menor no estado gel em comparagdo com o estado fluido (FREZARD,
1999). Um componente lipidico importante, muito utilizado na composi¢do dos lipossomas, €
o0 colesterol. Este aumenta a rigidez das membranas no estado liquido-cristalino e reduz a

rigidez e os defeitos estruturais das membranas no estado gel (ULRICH, 2002).

2.5.2 Diametro das vesiculas

A obtencdo de lipossomas com diametro reduzido e distribuicdo homogénea das
vesiculas € um importante fator para garantia da estabilidade desta forma farmacéutica.
Muitos estudos utilizam lipossomas unilamelares com distribuicdo homogénea e didmetro
compreendido entre 50 e 150 nm. Esta faixa é um meio termo entre a eficiéncia de
encapsulacdo (aumenta de acordo com o aumento do diametro), a estabilidade dos lipossomas
(diminui com o aumento do didametro acima da faixa 6tima de 80-200 nm) e capacidade de
extravasamento (diminui com o aumento do didmetro) (LASIC, 1998).

Sdo utilizadas diferentes técnicas para analise do diametro dos lipossomas e sua
distribuicdo. Dentre estas estdo compreendidas técnicas de espalhamento da luz (BERGER et
al., 2001; CASALS et al., 2003; YANG et al., 2006) e microscopia, como microscopia de
criofratura (BERGER et al., 2001) e microscopia de forca atbmica (RUOZI et al., 2005;
RAMACHANDRAN et al., 2006).

Uma técnica bastante empregada é denominada espectroscopia de correlacdo de fotons
(PCS) ou espalhamento dindmico da luz (Quasielastic Light Scattering). A técnica de PCS
consiste em atravessar determinada amostra com um feixe de laser, de modo que as particulas
presentes espalhem a luz. O espalhamento da luz esta relacionado ao movimento browniano
das particulas, de modo que a intensidade da luz espalhada por estas forme um padréo de
movimento. Por meio da dispersdo da luz, torna-se possivel determinar o diametro médio das
particulas. Particulas menores sdo capazes de movimentarem mais rapidamente e causam
rapidas modificacbes no espalhamento da luz. Por outro lado, particulas de maior diametro, as
quais possuem menores coeficientes de difusdo, resultam em menores flutuacbes na
intensidade do espalhamento da luz (HASKELL et al., 1998). Esta técnica permite a medida
de particulas cujos diametros estejam compreendidos na faixa de 1 a 5000 nm (MALVERN

INSTRUMENTS, 19964a).
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2.5.3 Potencial zeta

A medida do potencial zeta é uma ferramenta muito Gtil na detec¢do da magnitude de
interacdes repulsivas entre as particulas coloidais e € comumente utilizada para avaliar a sua
estabilidade (CASALS et al., 2003).

A presenca de uma carga superficial em particulas suspensas num liquido afeta a
distribuicdo de ions que estdo numa regido muito proxima da particula, ou seja, na interface
entre a superficie da particula e 0 meio de suspensdo. O efeito resultante € um acumulo de
ions de carga oposta a carga da superficie, na regido que cerca a particula. Estes ions levam a
formagao de uma “camada elétrica” que reveste a particula, e a camada ¢ dividida em duas
partes (Figura 7): uma camada interna, onde os ions estdo fortemente ligados a particula, e
uma camada externa, onde os ions se difundem e estdo ligados fracamente. A camada externa
representa uma barreira de protecdo dentro da qual a particula e os ions formam uma entidade
com relativa estabilidade idnica. Quando a particula difunde no liquido, sob acdo de uma
diferenca de potencial, os ions contidos dentro dessa barreira difundem juntamente com a
particula, fato que ndo ocorre com os ions externos a barreira. O potencial que existe nesta
barreira é denominado de potencial eletrocinético, mais conhecido como potencial zeta.

Potencial zeta é, portanto, a diferenca de potencial entre 0 meio de dispersdo e a
camada externa. A magnitude deste potencial permite uma avaliacdo da estabilidade das
particulas em suspensdo considerando que, se todas as particulas apresentam um valor
altamente positivo ou altamente negativo de potencial zeta, elas irdo repelir umas as outras
evitando a agregacdo. De forma geral, a fronteira entre suspensdes estaveis e ndo estaveis é
considerada como sendo o valor de potencial zeta de £ 30 mV, sendo considerados 6timos 0s
valores de + 60 mV, para a estabilizacdo eletrostatica. Logo, a agregacao de particulas ocorre
menos frequentemente em particulas carregadas devido a repulsdo eletrostatica. Entretanto,
esta regra ndo pode ser rigorosamente aplicada para sistemas que contém estabilizantes
estéricos, os quais diminuem o valor numérico do potencial zeta devido a mudanga do plano
de cisalhamento da particula (HEURTAULT et al., 2003).
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Figura 7 — Representacdo da distribuicdo de ions em torno de uma particula esférica
negativamente carregada dispersa num liquido ionizado (Adaptado de MALVERN
INSTRUMENTS, 1996a).

A carga ndo pode ser medida diretamente, mas pode-se determinar a grandeza da carga
elétrica pelas medidas da mobilidade eletroforética das particulas submetidas a aplicacdo de
um determinado campo elétrico (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Para a determinacédo do
potencial zeta dos lipossomas utiliza-se um método que consiste na incidéncia de um feixe de
luz e aplicagdo de um campo elétrico de forca conhecida através da amostra. Neste, as
particulas carregadas se deslocam com velocidades distintas induzindo deslocamentos da
frequéncia do feixe de luz incidente, gerando um espectro de frequéncias. As frequéncias sdo
entdo utilizadas para os célculos das velocidades, as quais sdo convertidas para valores de
mobilidades eletroforéticas (MALVERN INSTRUMENTS, 1996b).

2.5.4 Morfologia dos lipossomas

A morfologia dos lipossomas pode ser avaliada por diferentes técnicas de microscopia
(Figura 8). Dentre estas técnicas, podem-se destacar as microscopicas de luz (polarizacéo,
fluorescéncia, confocal) ou eletrénica (microscopia eletrénica de transmissdo, MET; crio-
MET; microscopia de criofratura; e a microscopia eletrénica de varredura ambiental — MEV-
ambiental) (DE ROSA et al., 2008, KLANG et al., 2013).

O emprego da técnica de MET possibilita a analise morfoldgica dos lipossomas. As
andlises realizadas por MET objetivam a caracterizacdo destes nanossistemas mediante a
avaliacdo de parametros como lamelaridade e diametro, bem como a observacéo de alteracdes

relacionadas aos fendmenos de agregacao e fusdo das particulas (KUNTSCHE et al., 2011).
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A principal vantagem relacionada ao emprego de MET é sua elevada resolucdo que
possibilita a analise de detalhes estruturais de lipossomas. Além disto, € um método
relativamente rapido para visualizacdo de vesiculas (BIBI et al., 2011). A técnica de MET
apresenta a vantagem de possibilitar a visualizacdo e a avaliagdo das particulas
individualmente. Considerando-se o limite de resolu¢cdo por MET como cerca de 0,2 nm
(BIBI et al., 2011), no caso de lipossomas LUV cujo diametro médio encontra-se em torno de
50-200 nm, pode-se analisar a lamelaridade destas vesiculas, cuja bicamada apresenta
espessura de cerca de 5 nm.

Entretanto, na analise de lipossomas por MET, o processo de desidratacdo durante o
preparo da amostra pode causar o encolhimento da particula e distor¢do no tamanho e o pré-
tratamento da amostra com corantes especificos pode gerar artefatos e causar alteracbes na
estrutura original vesicular. As manchas dos proprios corantes podem também levar a
formacéo de franjas claras e escuras que podem ser interpretadas como estruturas lamelares na
amostra a ser analisada. Além disto, o alto vacuo e o bombardeamento de elétrons,
caracteristicos em MET, também podem causar alteracfes na morfologia dos lipossomas
(BIBI et al., 2011).

ELETRON E I..:.’
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Figura 8 — Exemplos de técnicas de microscopia que podem ser empregadas na andlise
morfoldgica de lipossomas de diferentes diametros (Adaptado de BIBI et al., 2011).
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A MEV-ambiental é uma técnica de microscopia eletronica que permite a observacao
de amostras hidratadas em seu estado natural. De modo conveniente, esta técnica ndo requer o
recobrimento das amostras com uma camada condutora, como geralmente faz-se necessario
em andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV) convencionais (KLANG et al.,
2013).

A analise de lipossomas por MEV ndo é comumente empregada. Entretanto, pos de
lipossomas liofilizados podem ser visualizados por esta técnica para obter informacfes do
diametro da vesicula no liéfilo (PEER et al., 2003). O uso de microscépios modernos (Field-
emission gun scanning eletron microscope - FEG-SEM) os quais utilizam elétrons de baixa
energia, que permitem manter a resolucdo de 1,4 nm mesmo na faixa de 1 keV (KLANG et
al., 2013).

2.5.5 Teor e eficiéncia de encapsulacéo

O teor e a eficiéncia de encapsulagdo de uma substéancia em lipossomas séo dois
parametros importantes que devem ser considerados na escolha do método de preparacéo,
sobretudo quando se procura desenvolver uma formulacdo farmacéutica. Estes parametros
podem ser otimizados através da escolha do método de encapsulacdo e da manipulacdo da
composicdo lipidica da membrana. E importante a obtencdo de altos teores de encapsulacéo,
particularmente quando o farmaco possui doses elevadas ou quando ndo é possivel o
reaproveitamento do farmaco nédo encapsulado. A relagdo farmaco/lipide também devera ser
maximizada, visto que determina a quantidade de lipide a ser administrada ao paciente.
Assim, quanto menor for a quantidade de lipide veiculada, menores serdo os riscos de efeitos
colaterais associados aos mesmos (SWARBRICK; BOYLAN, 1994; FREZARD et al., 2005).

Aumentar o volume encapsulado nos lipossomas € uma medida importante para
aumentar a razdo farmaco/lipide. Eficientes métodos que buscam melhorar essa razdo incluem
0 método de desidratacdo/reidratacdo (DRV) e o método de evaporagdo em fase reversa
(REV). Em outros casos, a encapsulacdo pode ser feita em temperaturas elevadas para
aumentar a solubilidade do farmaco a ser encapsulado (BARENHOLZ, 2003).
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2.6 Estabilidade dos lipossomas e do fArmaco encapsulado

Para funcionar efetivamente como um carreador de farmacos, € importante que 0s
lipossomas mantenham-se suficientemente estaveis por um periodo de tempo razoavel. Estes
podem sofrer mudancas tanto fisicas quanto quimicas durante o armazenamento. As
mudancgas fisicas podem ocorrer nas vesiculas fosfolipidicas, incluindo agregacéo e fuséo. Ja
as mudancas quimicas incluem hidrolise das ligaces éster dos fosfolipides em dispersdes
aquosas de lipossomas e oxidacdo dos fosfolipides que contém acidos graxos insaturados,
bem como a oxidagdo do colesterol. Todas estas transformacdes podem causar a perda do
material encapsulado (CHOW; HEATH, 1995). As instabilidades fisicas também podem ser
provocadas durante as transicdes de fase dos lipides; entretanto, a inclusdo de colesterol ou
derivados nas bicamadas pode reduzir ou erradicar estes fendmenos de transicdo
(McMULLEN et al., 1993).

2.6.1 Estabilidade fisica

A estabilidade fisica de lipossomas pode ser entendida como um tipo de estabilidade
coloidal. Um dos aspectos mais importantes desta estabilidade é a mudanca do tamanho das
particulas e de sua distribuicdo. No caso de lipossomas, agregacao e fusdo sdo as principais
fontes de instabilidade. Agregacédo de lipossomas neutros é causada por interacGes de Van der
Waals, e tende a ser mais pronunciada em vesiculas grandes. Embora fatores como residuos
de solventes e tracos de residuos metalicos possam potencializar este processo, a formacao de
agregados de lipossomas é um fendmeno natural e inevitavel para membranas sem carga. A
maneira mais simples de contornar esta situacdo € utilizar lipides carregados na formulagédo
(NEW, 1990; SCHNITZER et al., 2007; MOSCA et al., 2011).

A fuséo dos lipossomas corresponde a reorganizacao da membrana com relocacdo das
moléculas lipidicas entre as bicamadas lipidicas adjacentes, que corresponde a formagéo de
novas estruturas coloidais. E um processo irreversivel e a estrutura original dos lipossomas é
definitivamente perdida (HEURTAULT, 2003). Casals e colaboradores (2003) afirmam que a
presenca de 25 % de lipides carregados confere uma suficiente estabilidade eletrostatica que
evita a agregacao e fusdo de vesiculas por um periodo de 3 meses, a 4° C. Outra forma de
aumentar a estabilidade dos lipossomas é revesti-los com polimeros hidrofilicos ndo-i6nicos,
como o PEG, o que leva ao aparecimento da repulsdo de hidratacdo caracterizada pela

presenca de uma barreira estérica que impede a aproximacao das vesiculas (ULRICH, 2002).
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2.6.2 Estabilidade quimica

Muitas dispersdes de fosfolipides contém lipides insaturados (cadeias acila) como
parte de sua estrutura molecular. Os lipides insaturados sofrem degradacdo oxidativa ou
peroxidacdo lipidica. Estas reagdes podem ocorrer durante a preparagdo, 0 armazenamento ou
no momento do uso. A peroxidagdo € um processo complexo envolvendo reacdes radicalares
que resultam na formacdo de perdxidos ciclicos e hidroperoxidos (Figura 9). Esta degradacao
oxidativa acontece rapidamente se os lipides insaturados nao forem protegidos durante a
preparacdo e 0 armazenamento. Devem ser protegidos pela manutencdo em atmosfera de gas
inerte, como nitrogénio ou argodnio; pela remocdo de metais pesados (adicdo de agentes
guelantes, como por exemplo, o EDTA) ou pela adi¢do de antioxidantes, como alfa-tocoferol
ou butilhidroxitolueno (VAN WINDEN et al., 1998; SCHNITZER et al., 2007; MOSCA et
al., 2011).).
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Figura 9 — Reacdo de oxidacdo da molécula de DOPE.

45



A hidrdlise das ligacGes ésteres, resultando na formacdo de &cidos graxos livres,
lisofosfolipides e glicerofosfocompostos, pode influenciar a estabilidade de longo prazo dos
lipossomas (Figura 10). A hidrolise pode ser catalisada por acidos ou bases, e devido a
relativa estabilidade dos fosfoésteres quando comparado aos carbonil-ésteres, este processo é
iniciado tanto na posi¢do 2 do grupo acila quanto na posicdo 1, resultando na formacdo de
acidos graxos livres e lisofosfolipides, que eventualmente sdo hidrolisados a &cidos graxos e
fosfoglicerdis. Estes produtos de reacdo podem alterar a rigidez da bicamada lipossomal, a
retencdo do material encapsulado e o diametro das vesiculas e, portanto, devem ser mantidos
em niveis minimos (VEMURI; RHODES, 1995). Foi demonstrado que, em lipossomas,
aumentos acima de 10 % (concentracdo molar) dos produtos de hidrolise levam a uma
permeabilidade aumentada da bicamada lipidica e a desestabilizacdo do sistema. Além disto,
os acidos graxos livres contribuem com o processo pelo aumento da fusdo das vesiculas ou
auxiliam na formagéo de micelas, dependendo da composi¢do (RABINOVICH-GUILLAT et
al., 2005).

O
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Figura 10 — Estrutura quimica do lisofosfolipide 1-oleil 2-hidroxi glicero-3-fosfoetanolamina.

2.6.3 Hidrélise da CDDP

Em solucdo aquosa, os atomos de cloro da CDDP s&o facilmente substituidos por
ligantes “aquo” (Figura 11), originando espécies mais reativas. Parte destes ligantes podem
ser desprotonados a ‘“hidroxo” ligantes, que ocasiona uma diminuicdo da reatividade do
complexo (JAKUPEC et al., 2003). Visando a manutencdo da integridade da molécula do
farmaco, a solucdo de CDDP deve conter, no minimo, NaCl 0,2 % p/v (THOMPSON, 2006).
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Figura 11 — CDDP e seus produtos de hidrdlise.

2.7 Liofilizacéo

Com o objetivo de aumentar a estabilidade fisica e quimica dos lipossomas, 0 processo
de liofilizagdo tem sido utilizado, aumentando desta forma a vida de prateleira das
formulacBes lipossomais (YANG et al., 2006). Em relacdo a estabilidade desta forma
farmacéutica, a utilizacdo de uma dispersdo aquosa como um produto comercial é
questionavel. Em contraste, uma preparagdo “seca” para ser hidratada imediatamente antes da
sua utilizacdo pode evitar muitos problemas associados a dispersdo lipossomal liquida. O
processo pode ser aplicado sobre os lipides ou sobre os lipossomas propriamente ditos
(PAYNE et al., 1986). Os nanossistemas liofilizados devem apresentar caracteristicas, tais
como: a) preservacdo das propriedades fisicas e quimicas primarias do produto (aparéncia
elegante do po liofilizado; tempo de reconstituicdo curto; auséncia ou presenca minima de
alteracdes do diametro, da distribuicdo das vesiculas, da atividade e do teor do farmaco
encapsulado); b) teor de umidade aceitdvel e c) estabilidade de armazenamento
(ABDELWAHED et al., 2006).

Poucas tecnologias de secagem estdo disponiveis para a estabilizacdo de lipossomas, a

saber: liofilizacdo, spray-drying, spray-freeze-drying e fluido supercritico. As trés ultimas
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técnicas citadas sdo também utilizadas para conferir propriedades funcionais, como tamanho
de particula bem definido e densidade da particula, nas formulaces secas de lipossomas
(INGVARSSON et al., 2011; SKALKO-BASNET et al., 2000; Bl et al., 2008; KOMPELLA
etal., 2001).

A liofilizacdo é a técnica mais usada na secagem de dispersdes lipossomais,
consistindo em um complexo processo de secagem empregado na conversdo de solucdes e/ou
dispersdes de produtos labeis em solidos com estabilidade adequada para 0 armazenamento e
distribuicdo (FRANKS, 1998). O processo de liofilizacdo envolve trés estagios:
congelamento, secagem primaria e secagem secundaria (MOHAMMED et al., 2006;
AULTON, 2005). A fase do congelamento é uma etapa de resfriamento na qual a maioria do
solvente ¢é separada dos lipossomas e adjuvantes, resultando na formacéo de gelo. A secagem
priméria é iniciada quando a pressdo da camara do liofilizador é reduzida e a temperatura da
prateleira do liofilizador é aumentada para fornecer uma quantidade suficiente de calor para a
sublimacdo da agua da dispersdo lipossomal. Durante a secagem secundaria, a agua é
dessorvida da formulacdo congelada a uma temperatura mais elevada e baixa pressdo.
(TANG; PIKAL, 2004).

Formulagdes liofilizadas geralmente s&o formulagdes complexas, contendo a
substancia ativa e excipientes (adjuvantes). Por exemplo, uma formulagdo lipossomal
liofilizada pode conter fosfolipides, crioprotetores, agentes de volume, tampdes, isotonizantes,
além da substancia ativa. O estado fisico do excipiente é critico na determinacdo de sua
funcionalidade. A desejada "funcéo especifica no estado s6lido" do excipiente da-se por uma
complexa interacdo das condi¢fes do processo e da composic¢ao do produto. Enquanto agentes
de volume, como o manitol e a glicina, sdo desejados em sua forma cristalina, tampdes e
estabilizantes sdo preferidos em suas formas amorfas (SUNDARAMURTHI,
SURYANARAYANAN, 2012).

A natureza cristalina do manitol, associada a sua elevada temperatura eutética (Teu) (-
1,5°C), permitem que a secagem primaria seja realizada em temperaturas mais altas e levam a
um eficiente ciclo de liofilizagdo. Além disto, 0 manitol esta presente totalmente na forma
cristalina no liofilo final, o que leva a teores de umidade residual muito baixos
(SUNDARAMURTHI; SURYANARAYANAN 2012). A presenga de substancias
tamponantes no estado amorfo inibem a precipitacdo destes sais durante o congelamento e
conduzem o processo de crioconcentragdo bem acima do limite de solubilidade, evitando

mudancas bruscas de pH (FRANKS, 1998). A forma amorfa é preferida aos estabilizantes
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crioprotetores devido as propriedades de formagdo de uma matriz vitrea nas quais vesiculas
lipossomais estdo firmemente inseridas no liofilo (STARK et al., 2010).

Enquanto o estado fisico dos solutos, no estado congelado, influencia as condic6es de
secagem primaria e secundaria, o estado fisico no produto liofilizado (li6filo) pode influenciar
a estabilidade de prateleira e o desempenho do produto. Se o soluto cristaliza como um
hidrato na solucdo congelada, ndo esta garantida a sua conservacdo no estado cristalino no
liéfilo. Durante a secagem, o hidrato pode ser desidratado gerando uma forma semicristalina
ou amorfa. A existéncia de uma substancia ativa na forma cristalina no liéfilo pode aumentar
a estabilidade quimica. Entretanto, espera-se que um tempo de reconstituicdo (perfil de
dissolugcdo) maior da substancia ativa na forma cristalina do que na forma amorfa
(SUNDARAMURTHI; SURYANARAYANAN 2012). De modo geral, a cristalizacdo de
formas amorfas pode aumentar a estabilidade durante o armazenamento, mas a solubilidade

pode ser comprometida (L1U, 2006).

2.7.1 Parametros do processo de liofilizacéo

Apesar de a liofilizagcdo aumentar o tempo de prateleira dos produtos lipossomais, 0s
estresses impostos durante as etapas do processo podem levar a ruptura da estrutura das
vesiculas. O congelamento pode induzir a fatores de estresse, como o0 aumento da
concentracdo de lipossomas, que pode resultar em agregacdo e fusdo; ruptura da estrutura
lipossomal, devido a interface liquido-gelo; e separacdo de fases, resultando em segregacao
dos lipossomas e dos estabilizantes. Estes fatores de estresse podem ser diminuidos, em
grande parte, pela otimizacdo dos parametros do processo de liofilizacdo como taxa de
congelamento, temperatura de congelamento e tempo do processo (TANG;PIKAL, 2004).

A etapa de congelamento tem grande importancia na liofilizacdo, pois esta etapa
define a morfologia dos cristais de gelo e sua distribuicdo de tamanho, o que influencia em
muitos parametros criticos da liofilizacdo. Por exemplo, o método de congelamento tem sido
relacionado a agregacao de proteinas, taxa de secagem primaria, taxa de secagem secundaria,
extensdo da cristalizacdo do produto e area superficial do produto liofilizado (SEARLES et
al., 2001a).

A taxa de congelamento rapido geralmente resulta na formacdo de cristais de gelo
finos e em uma estrutura altamente ordenada, que podem reduzir a ruptura da estrutura da
bicamada lipidica. Entretanto, leva a uma velocidade de sublimacéo relativamente lenta

durante a secagem primaria (VAN WINDEN et al., 1997). Geralmente, o congelamento
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rapido é conduzido pela submersdo das amostras em nitrogénio liquido e a crioconcentracéo
do crioprotetor é diminuida, e deste modo, o crioprotetor € uniformemente disperso durante a
liofilizac&o.

Em contraste, o congelamento lento produz cristais de gelo maiores que sao deletérios
para a integridade da membrana, resultando em uma estrutura desordenada e area superficial
reduzida do li6filo, mas com uma velocidade de sublimacéo relativa alta durante a secagem
primaria (CHEN et al., 2010). Uma taxa de congelamento lento pode ser benéfica por evitar o
extravasamento do material encapsulado dos lipossomas durante o processo de liofilizacao
devido a reducdo da pressdo osmotica causada pela geracdo de crioconcentrado. Em uma
razdo de congelamento lento, a 4gua pode difundir lentamente através da membrana até
atingir um equilibrio entre o compartimento aquoso interno e 0 meio aquoso externo quando a
solucdo aquosa externa se transforma num crioconcentrado. Portanto, a formacdo de cristais
de gelo no compartimento aquoso interno é reduzida (VAN WINDEN et al., 1997).

A temperatura de congelamento na primeira etapa da liofilizacdo influencia, em
combinacdo com a taxa de resfriamento, na taxa de nucleacdo do gelo, crescimento do cristal
e na morfologia do li6filo, que por sua vez afeta a taxa de sublimacdo. A etapa de
congelamento € uma etapa critica porque influencia o tamanho do cristal de gelo e,
consequentemente, as etapas de secagem subsequentes. Na secagem primaéria, o tamanho do
cristal de gelo tem que ser grande para obter o tempo de sublimacdo mais curto possivel.
Porém para a secagem secundaria, os cristais de gelo devem ser menores para oferecer uma
area superficial especifica grande da matriz seca a fim de melhorar a dessor¢do da agua nédo
congelada a partir da superficie porosa da matriz amorfa (KASPER; FRIESS, 2011).

Com o interesse de eliminar a heterogeneidade durante o crescimento dos cristais de
gelo, Ceares e colaboradores (2001b), sugeriram a incorporacdo de um tratamento térmico
(annealing) durante o processo de congelamento da amostra. O annealing € um passo do
processo em que a amostra é mantida em uma temperatura especifica, abaixo da temperatura
de equilibrio do congelamento, por um periodo de tempo definido (SEARLES et al., 2001b;
ABDELWAHED et al., 2006).

A temperatura de annealing deve estar situada entre a temperatura de transicao vitrea
da solucédo concentrada maxima (Tg') da fase amorfa e a temperatura eutética (Teu) do agente
de volume para proporcionar uma elevada taxa de cristalizacdo e garantir a cristalizacédo
completa (TANG; PIKAL, 2004). O annealing em temperaturas abaixo da Tg' leva ao
crescimento dos cristais de gelo, maximiza a cristalizacdo da &gua que foi aprisionada na

matriz vitrea durante a etapa de congelamento. O tratamento de annealing logo apos a etapa
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de resfriamento, durante algumas horas, feito por aquecimento do produto geralmente confere
uma certa homogeneidade na distribuicdo de tamanho dos cristais de gelo. Quando o
tratamento térmico é capaz de uniformizar o tamanho dos cristais de gelo, o annealing conduz
a uma secagem primaria com tempo reduzido e um liofilo de facil reidratacdo
(ABDELWAHED et al., 2006).

2.7.2 Temperaturas criticas do processo de liofilizacao

A estrutura hexagonal do gelo é de grande importancia na liofilizacdo de formulagoes
farmacéuticas, ja que a maioria dos solutos ndo pode se inserir na estrutura densa formada
pelo gelo na forma hexagonal. Consequentemente, a concentracdo dos solutos da formulacéo
¢ aumentada na regido intersticial dos cristais de gelo, o que € denominado de
“crioconcentragdo”. A concentracao total dos solutos aumenta rapidamente em fun¢do apenas
da temperatura e € independente da concentracdo inicial. Durante o resfriamento, a solucéo
aumentara para uma concentracdo critica, acima da qual a solucdo concentrada atingird o
congelamento eutético ou a vitrificacao.

Uma mistura eutética é formada pela simples cristalizacdo dos solutos na solucédo
crioconcentrada. Por exemplo, manitol, NaCl e tampéo fosfato cristalizam em consequéncia
do congelamento. A menor temperatura na qual o soluto mantém-se dissolvido € a Teu
(KASPER; FRIESS, 2011). O comportamento de fases € extremamente diferente para
compostos poliidroxilados, como a sacarose, que nao cristaliza completamente durante o
resfriamento de uma solucdo. Neste caso, a &gua continua a congelar abaixo da Teu e a
solucéo torna-se cada vez mais supersaturada e viscosa. O aumento da viscosidade desacelera
a cristalizagdo da 4gua até que a uma temperatura caracteristica ndo ocorra mais 0
congelamento e este fendbmeno € denominado vitrificagdo. A temperatura de transi¢ao vitrea
da solucéo concentrada maxima (crioconcentrado) é convencionalmente designada como Tg'.
Tg' depende da composicdo da solucdo, mas é independente da concentragdo inicial
(KASPER; FRIESS, 2011).

Um fator de caracterizacdo importante no processo de liofilizacdo é Tg' do produto.
Durante a liofilizacdo, a temperatura do produto ndo devera ultrapassar a Tg', pois de outro
modo, a agua presente no material apresentard viscosidade suficiente para desencadear
reacOes fisicas e quimicas. Sob temperaturas abaixo da Tg', a matriz do soluto assemelha-se a
um vidro, comportando-se como um sé6lido amorfo. Em uma liofilizacéo, se a temperatura de

congelamento ultrapassar a Tg', a solucdo amorfa concentrada ficara menos viscosa,
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ocorrendo o colapso do produto. A temperatura de colapso macroscopico da formulagéo (Tc)
é a temperatura acima da qual o produto liofilizado perde sua estrutura macroscépica e
colapsa durante a liofilizagdo. Tc ¢ usualmente 2°C maior do que a Tg’, que frequentemente ¢
associada a Tg' para substancias amorfas, ou a Teu para substancias cristalinas. Para a
producdo de um produto liofilizado aceitavel, deve-se liofilizar a amostra em uma temperatura
abaixo da Tc (TANG; PIKAL, 2004).

A contracdo ou colapso do liéfilo pode comprometer os atributos de qualidade do
produto como, por exemplo, a estabilidade fisica, o conte(do de umidade residual e o tempo
de reconstituicdo (YANG et al., 2010). Um aumento na temperatura do produto acima da
temperatura de colapso resulta em um “fluxo viscoso” e consequentemente, na perda da
estrutura porosa. Esse liofilo é frequentemente rejeitado devido a falta de elegancia. Portanto,
o0 efeito econébmico de colapso excessivo pode ser a rejeicdo de todo o lote do produto. Além
disto, o produto colapsado tem menor area superficial e consequentemente, uma secagem
secundaria mais lenta, que resulta em elevado teor de umidade residual e em aumento do
tempo de reconstituicdo. Ainda, o alto teor de umidade residual decorrente do colapso pode
afetar a estabilidade do produto (PATEL; DOEN; PIKAL, 2010).

A temperatura critica da formulacdo pode ser determinada tanto por microscopia
acoplada a liofilizacdo (FDM) ou por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e esta
temperatura ¢ denominada como Tc, na FDM ou Tg’, nos experimentos de DSC. Entretanto,
tem sido relatado na literatura que a Tg’ ndo € necessariamente representativa do processo de
sublimacdo em um frasco durante a liofilizacdo. Neste contexto, a FDM tem se tornado o
método de escolha para medidas de temperatura critica (MEISTER et al., 2009).

A temperatura de nucleacdo (Tn) é determinada usando a primeira imagem gravada
ilustrando uma estrutura congelada da amostra. A temperatura de microcolapso ou colapso
parcial (Tpc) é definida como a temperatura na qual ocorre uma perda local da estrutura e
corresponde ao inicio do evento. Na Tpc, as primeiras lacunas ou fissuras séo visiveis e estdo
adjacentes a interface de sublimacéo. A extensdo da perda estrutural na camada seca continua
a crescer com o aumento da temperatura resultando em perda total da estrutura, ou seja,
nenhuma conex&o entre a camada seca e a interface de sublimacgdo pode ser determinada. A
temperatura do inicio do colapso total é definida como Tc. Vale ressaltar que a diferenca de
temperatura da transicdo do microcolapso para o colapso total é geralmente menor que 1°C
(PATEL; DOEN; PIKAL, 2010; MEISTER et al., 2009).

Dentre as trés etapas da liofilizacdo, a secagem priméria é a etapa mais longa e,

portanto, a otimizacdo desta etapa € o foco da industria (PATEL; DOEN; PIKAL, 2010).
52



Portanto, é necessario determinar o fim da secagem primaria para dar continuidade ao
processo. Frequentemente, o ponto final da secagem primaria é determinado por termopares,
porém frascos contendo sensores de temperatura nao sao representativos de todo o lote. Uma
técnica bastante utilizada, baseada na composicdo do gas presente na cdmara do liofilizador, €
0 monitor do ponto de orvalho ou temperatura de orvalho (Dew point), que consiste num
sensor eletronico de umidade (PATEL; DOEN; PIKAL, 2010).

A temperatura de orvalho é a temperatura na qual uma dada mistura de ar-vapor de
agua é saturada, isto é, a temperatura na qual a pressdo parcial real do vapor de agua
corresponde ao valor de pressdo de saturagdo. Como € a temperatura na qual ocorre
condensacdo do vapor de agua existente no ar, ela representa a temperatura minima que a
mistura pode sofrer de resfriamento sem haver a condensacao de umidade, o chamado orvalho
(PATEL; DOEN; PIKAL, 2010).

2.7.3 Otimizacao do processo de liofilizacao

A pressdo da camara e a temperatura da placa (ou prateleira) tém sido bem estudadas
como os principais fatores do processo de liofilizacdo que podem melhorar a razéo de
sublimacdo. Entretanto, estes fatores devem ser bem ajustados a fim de evitar o
sobreaquecimento do produto e seu colapso (ABDELWAHED et al., 2006).

A secagem primaria € conduzida sob pressdo reduzida para beneficiar a taxa de
sublimacéo do gelo. A pressdo da camara influencia tanto na transferéncia de calor quanto de
massa e € um importante parametro para o planejamento do processo de liofilizagdo. A
pressdo da camara deve estar abaixo da presséo de vapor do gelo para permitir uma elevada
taxa de sublimacéo (TANG;PIKAL, 2004).

A taxa de sublimacg&o é proporcional a diferenca de pressdo entre a pressdo de vapor
do gelo e a pressdo parcial da agua na camara, sendo essa diferenca a forca motriz para a
sublimacdo do gelo. Tem sido relatado que uma pressdo da camara moderada (100-150
mTorr) concede uma transferéncia de calor homogénea entre os frascos. Portanto, uma
pressdo Otima na cdmara € um compromisso entre uma taxa de sublimacdo alta e uma
transferéncia homogénea de calor (TANG;PIKAL, 2004).

O condensador é uma peca indispensavel para a retirada de dgua do produto em uma
liofilizacdo. Com a formacdo de vapor de agua, h& um aumento da pressdo na camara de
secagem, o que paralisaria a sublimacdo. O condensador é responsavel pela captura do vapor

d’agua do sistema para que a sublimagado de todo o cristal de gelo presente no produto ocorra
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e a condicdo de ndo equilibrio do sistema se mantenha. Ao sublimarem, as moléculas de agua
utilizam calor latente de sublimacdo, de forma que a temperatura do produto congelado
reduzira ainda mais. Caso ndo haja fornecimento de calor ao sistema, a pressdo de vapor da
agua no produto se iguala a pressao parcial do vapor de agua na camara, fazendo com que o
sistema entre em equilibrio e que a sublimacdo cesse. Para que isto ndo ocorra, durante a
liofilizacdo, o fornecimento de calor ao sistema é feito através da placa do liofilizador
(TANG; PIKAL, 2004).

A temperatura do produto durante a secagem primaria é geralmente de 5 a 40°C menor
do que a temperatura da placa. Em uma presséo da camara e temperatura da placa constantes,
a temperatura do produto muda ao longo do processo, frequentemente aumentando 1 a 3°C do
inicio até o final da secagem primaria. A temperatura do produto pode ser medida por
diversos metodos, incluindo termopares.

O colapso pode ser evitado usando um excesso de agente de volume (ex.: manitol ou
glicina). A formulagdo com um agente crioprotetor (amorfo) e um agente de volume
(cristalino) tera uma temperatura de colapso mais proxima da temperatura eutética do agente
de volume, (Te glicina ou manitol aproximadamente -3°C), que € comumente muito maior do
que a Tg’ de muitos estabilizantes (Tg’ da sacarose e trealose: aproximadamente -34°C)
(TANG; PIKAL, 2004).

Além das variaveis do processo, os parametros de formulacdo tais como os tipos de
crioprotetores e a composicdo lipidica da bicamada podem ser ainda mais criticos para a
preservacdo da estabilidade dos lipossomas durante o processo de secagem, bem como

durante o armazenamento.

2.8 Crioprotecédo

A liofilizacdo gera varios estresses tanto na etapa de congelamento quanto na etapa de
secagem (Figura 12), que frequentemente levam ao aumento significativo do tamanho das
particulas devido & aglomeracédo destas. O congelamento é considerada a etapa mais agressiva
ao sistema, mas substancias crioprotetoras podem evitar estes danos. O estudo de
congelamento-descongelamento € curto e rapido quando comparado ao processo de
liofilizacdo e, portanto, pode ser usado como um pre-teste para a selecdo do tipo e

concentracdo do crioprotetor a ser usado na liofilizagdo. Este estudo é baseado no principio de

54



que se o adjuvante ndo puder proteger os lipossomas durante o congelamento, tampouco este
sera efetivo nas outras etapas da liofilizacdo (DATE et al., 2010).
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Figura 12 — Estresses envolvidos no processo de liofilizacdo (Adaptado de Date et al., 2010).

Como dito anteriormente, a liofilizacdo € bastante utilizada para prolongar a vida de
prateleira dos lipossomas. Entretanto, tanto o congelamento quanto a secagem podem induzir
a danos, resultando no aparecimento de fendmenos relacionados a agregacao e/ou fusdo das
vesiculas. Os lipossomas podem ter seu diametro alterado durante a liofilizacdo e/ou durante
a subsequente reidratacdo se estabilizantes apropriados ndo forem empregados
(MOHAMMED et al., 2006). Assim sendo, para promover estabilidade fisica durante o
processo de liofilizagdo, agentes crioprotetores como agucares (por exemplo: sacarose,
trealose e lactose) e seus derivados sdo utilizados. Aminoacidos também tém sido estudados
quanto a sua capacidade crioprotetora (MOHAMMED et al., 2007).
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A partir da observacgdo da capacidade de muitos organismos sobreviverem a completa
desidratacdo, em estado de anidrobiose, 0s pesquisadores chegaram a descoberta de que esta
sobrevivéncia € possibilitada pela presenca de grande quantidade de dissacarideos
(particularmente sacarose e trealose) sintetizados durante o processo de perda de agua. Se
dispersdes aquosas de lipossomas forem desidratadas na auséncia de substancias
crioprotetoras, pode ocorrer a fuséo dos lipossomas, a formacéo de agregados e a perda do
material encapsulado durante a reidratacdo (Figura 13). Atualmente, 0 mecanismo exato dos
carboidratos para a estabilizacdo dos sistemas durante a liofilizacdo continua a ser uma
questdo de debate. Entretanto, no campo da liofilizagcdo de lipossomas, duas hipoteses foram
propostas: 0 modelo de reposi¢do da &gua e o modelo da vitrificagdo. Estas teorias ndo séo
mutuamente exclusivas e ambas podem contribuir para 0 aumento da estabilidade durante a
desidratacdo e armazenamento dos lipossomas (CHEN et al., 2010; INGVARSSON et al.,
2011).
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Figura 13 — Representacdo esquematica da estabilizacéo de lipossomas durante a desidratagéo e
reidratacdo, mostrando o espagamento reduzido entre as por¢des polares dos lipides durante a
desidratacdo e fusdo, agregacdo e perda do farmaco encapsulado durante a reidratacdo
(Adaptado de INGVARSSON et al., 2011).
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A hipotese de substituicdo da agua foi proposta por Crowe e colaboradores (1998), e
nesta os carboidratos mantém o espacamento entre as porcdes polares dos fosfolipides e
reduzem as interacfes de van der Waals entre as cadeias hidrocarbonadas destes (Figura 14).
Estas interaces entre os acucares e os fosfolipides permitem a manutencéo do estado fisico
das membranas no estado seco de forma similar a existente no estado hidratado. Deste modo,
os carboidratos reduzem as interacfes entre a agua e os fosfolipides e assim, substituem a
agua. As mdltiplas ligacGes de hidrogénio entre os carboidratos e os lipides sdo formadas na
superficie da bicamada e os carboidratos podem interagir com até 3 lipides simultaneamente.
Tem sido proposto que estas interacGes acUcares/fosfolipides resultam na diminuicdo da
temperatura de transicéo gel/liquido-cristalino do fosfolipide (Tm) no seu estado desidratado.
Desta forma, esta transicdo de fase ndo ocorre durante o processo de desidratacdo/reidratacao,
evitando a perda do material encapsulado (VAN WINDEN et al., 1997). Analises de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e de DSC demonstraram
que a reducdo da temperatura da transicdo de fase gel/liquido-cristalino depende da razéo de
massa de acucar:lipide.

A escolha do crioprotetor deve ser feita cuidadosamente a fim de que este promova
uma efetiva estabilizacdo do sistema. A razdo crioprotetor/fosfolipide necesséria dependera
tanto da formulacdo lipossomal quanto do tipo de crioprotetor usado. Dissacarideos como
sacarose, lactose e trealose sdo efetivos como crioprotetores e uma protecdo 6tima pode ser
atingida quando presentes na concentracdo de 2 g acucar/g de fosfolipide (MOHAMMED et
al., 2006).

Outro mecanismo de protecdo é baseado no modelo da vitrificagdo (Figura 14 B). De
acordo com este modelo, a manutencéo da integridade da membrana lipidica na presenca de
acucares estd associada com a formacdo de uma matriz vitrea dos aglUcares a temperatura
ambiente. Esta matriz vitrea é amorfa, termodinamicamente instavel e caracterizada por alta
viscosidade e baixa mobilidade molecular. A formacdo desta matriz vitrea evita a fusdo da
membrana lipidica, sendo isto importante para a manutencdo do didmetro das vesiculas e a
retencdo do contetdo encapsulado (CACELA; HINCHA, 2006; VAN WINDEN et al., 1997;
RICKER et al., 2003). A matriz vitrea também protege as bicamadas lipidicas dos danos
causados pelos cristais de gelo e inibe as mudangas conformacionais associadas as transi¢oes
de fase dos lipides. Estas propriedades sdo altamente dependentes das habilidades do
excipiente em formar a matriz vitrea, que é refletida pela Tg. Acima desta temperatura, a
mobilidade das moléculas aumenta e a viscosidade diminui, levando a ruptura da matriz.

Koster e colaboradores (1994) notaram que a Tg deve ser maior que a Tm nos filmes lipidicos
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completamente hidratados para que os estabilizantes sejam eficazes na depressdo da Tm dos
lipossomas. Em misturas de trealose e lipides no estado seco, por exemplo, pode-se observar
duas populacbes distintas de aclcar: uma interage diretamente com porcBes polares do

fosfolipide (ocupando o lugar da agua) e a outra populacdo forma a matriz vitrea (CROWE et
al., 1987).
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Figura 14 — Representagdo esquematica das teorias sobre o mecanismo de estabilizacdo durante
a desidratacdo e reidratacdo. A: Teoria de substituicdo da &gua. B: Teoria da vitrificac&o.

Glicose é mostrada como exemplo do agente estabilizante. (Adaptado de INGVARSSON et al.,
2011).
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De acordo com métodos calorimétricos e de difracdo de raios X, cerca de 18-24
moléculas de &gua, dependendo se os lipides estdo estabilizados em vesiculas grandes ou
pequenas, contribuem para a espessura da bicamada e, portanto, para a barreira de
permeabilidade. Luzardo e colaboradores (2000) descreveram a estrutura de hidratacdo da
interface da bicamada lipidica, como sendo composta por 3 ou 4 moléculas de agua, que sdo
deslocadas por sacarose ou trealose de forma coligativa (isto é, por efeito osmotico); 7
moléculas de agua fortemente ligadas as carbonilas que sdo deslocadas apenas por trealose; 7
moléculas de dgua muito fortemente ligadas aos fosfatos que podem ser substituidos por
sacarose ou trealose se a desidratacdo for extremamente drastica, como no caso da
liofilizacdo. Os mecanismos de acdo da sacarose e da trealose séo diferentes, provavelmente
devido a estereoquimica do grupos hidroxila nas posicdes equatorial e axial. Entretanto, sob
condicdes dréasticas, nas quais a dgua é completamente removida, os dois agUcares atuam de

maneira semelhante.

Estudos feitos por Glavas-Dodov e colaboradores (2005) demonstraram que
lipossomas de 5-fluorouracila (5-FU), liofilizados na auséncia de substancia crioprotetora,
resultaram em aumento do didmetro da particula e em significativo extravasamento do
farmaco encapsulado. Pela adicdo de sacarose como crioprotetor da formulacdo (razédo
crioprotetor:fosfolipide 1,3:1 p/p), ndo houve alteracdo do diametro médio dos lipossomas e a
retencdo da 5-FU encapsulada foi de aproximadamente 80 %, ap0s o processo de
liofilizag&o/reidratacdo.

Lee e colaboradores (2009) estudaram o efeito de crioprotetores (sacarose, lactose,
manitol e polietilenoglicol,ngo) sobre a redispersibilidade de nanosuspensdes de naproxeno em
funcdo da taxa de resfriamento. Foram usadas concentragbes de 5-40 % (p/p) de
crioprotetores. Em geral, as concentrac6es mais elevadas de crioprotetores (25-40 %) e a taxa
de congelamento mais rapida (nitrogénio liquido) formaram nanoparticulas mais facilmente

redispersiveis.

A hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-B-CD) foi comparada com a sacarose e a
trealose, quanto a sua capacidade lioprotetora, em um estudo de liofilizagdo e secagem por
atomizacdo (spray-drying) de lipossomas peguilados contendo fosfato sodico de prednisolona.
Em contraste aos dissacarideos, HP-B-CD estabiliza a bicamada lipidica durante a secagem
por ambos os métodos, quando presente na razéo crioprotetor:fosfolipide 6:1 (p/p). Nao houve

alteracdo no didmetro das vesiculas e em sua distribuicdo apds a reidratacdo das formulacdes
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contendo HP-B-CD, como lioprotetor. Os processos de secagem resultaram em um
extravasamento minimo do farmaco (VAN DEN HOVEN et al., 2012).

2.9 Metodos de preparacao de lipossomas

A preparagdo de lipossomas envolve varias etapas como i) hidratacdo dos lipides
levando a formacdo das vesiculas, ii) a encapsulacdo do farmaco e iii) calibracdo das
vesiculas. Em alguns casos, as 3 etapas estdo interligadas no processo produtivo. A remogéo
do farmaco nédo encapsulado é desejavel, pois o farmaco livre poderé interferir na toxicidade e
na estabilidade da formulacdo (VAN WINDEN et al., 1998).

Os métodos para a producdo de lipossomas incluem, dentre outros, 0 método de
hidratacdo do filme lipidico (Bangham), injecdo de solvente organico, evaporacao em fase
reversa (REV), método de desidratacdo-reidratacdo de vesiculas (DRV) e congelamento-
descongelamento (VAN WINDEN et al., 1998; MEURE et al., 2008). Para a reducdo do
didmetro das vesiculas, métodos comumente utilizados incluem a sonicacdo, extrusdo,
microfluidizacdo e homogeneizacdo sob alta pressdao (ULRICH, 2002). Métodos aplicados na
remocdo do material ndo encapsulado incluem a ultracentrifugacdo, cromatografia por
exclusdo de tamanho, dialise e ultrafiltracdo (EDWARDS, 2006).

2.9.1 Método da evaporacao em fase reversa

Uma tentativa para resolver a reduzida encapsulacdo de substancias hidrofilicas pelo
método de hidratacdo do filme lipidico (Bangham), proposto em 1978 por Szoka e
Papahadjopoulos, foi 0 método de evaporacdo em fase reversa para a producdo de lipossomas
unilamelares grandes. Nesta metodologia, 0s seguintes passos sdo seguidos, como ilustrado na

figura 15:

1. Os fosfolipides sdo dissolvidos em solvente organico.

2. Uma porc¢do aquosa é adicionada, ocorrendo a formacéo de duas fases. A tendéncia
dos fosfolipides € a deposicao na interface agua/solvente organico, pelas interacdes de
polaridade das extremidades polares com a agua e pelas interacbes de apolaridade

entre as cadeias hidrocarbonadas e o solvente organico.
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3. A mistura é submetida a sonicacdo. Ocorre a formacdo de micelas reversas, em que
goticulas de &gua sdo cercadas pelos fosfolipides; a mistura torna-se transparente ou
opalescente, com aspecto homogeéneo.

4. O solvente organico é evaporado e as micelas reversas se concentram.

5. Com a eliminacdo total do solvente organico, muitas micelas colapsam e ocorre a
formag&o de um organogel de alta viscosidade.

6. Na etapa final, sob agitacédo, os lipossomas sdo formados e o sistema ganha o aspecto

de um liquido leitoso.
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Neste processo, substancias hidrofilicas a serem encapsuladas nos lipossomas podem
estar presentes na por¢do aquosa adicionada na etapa 2. E possivel reter 30-45 % da fase
aquosa dentro das vesiculas (MEURE et al., 2008).

2.9.2. Método da desidratacdo-reidratacdo (DRV)

Outro método aplicado a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos é o método da
desidratacdo-reidratacdo (DRV). Os lipides ou os lipossomas séo liofilizados e em sequéncia,
sdo reidratados com um pequeno volume de meio aquoso, levando a formagéo das vesiculas.
O farmaco a ser encapsulado pode estar presente tanto no liéfilo quanto no meio de
reidratacdo. Devido a alta concentracdo lipidica, uma alta porcentagem de volume é
encapsulado e portanto, uma alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco € obtida
(GREGORIADIS et al., 1990; CASALS et al., 1996).
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2.10 Producéo em escala piloto

Lotes em escala laboratorial sdo produzidos com a finalidade de pesquisa e inicio do
estagio do desenvolvimento industrial, para dar suporte ao desenvolvimento da formulacédo e
do acondicionamento, ou a estudos pré-clinicos e clinicos, e podem ser de tamanhos bem
reduzidos, como por exemplo 100 a 1000 vezes menores que a producdo em escala industrial
(EMEA, 2001). A medida que os testes pré-clinicos e clinicos séo realizados, o tamanho dos
lotes de medicamentos sdo aumentados gradualmente (SKELLY, 2007).

O escalonamento é geralmente compreendido como a transferéncia do processo de
fabricacdo da etapa de bancada para etapa de lote-piloto, e desta para lote industrial. Também
pode ser visto como procedimento para aplicar 0 mesmo processo a diferentes volumes ou
tamanhos de lotes, utilizando o mesmo principio de funcionamento do equipamento
(MORETTO; CALIXTO, 2009). Segundo a Instrugdo Normativa N°2 da ANVISA, de
30/03/2009, lote piloto é um lote de produto farmacéutico produzido por um processo
representativo e reprodutivo de um lote de producdo em escala industrial. O lote piloto pode
ser produzido em equipamento industrial ou equipamento de capacidade reduzida e com o
mesmo desenho e principio de funcionamento do equipamento utilizado na producédo do lote
industrial.

Os lotes-piloto podem ser usados no processo de desenvolvimento ou de otimizagéo,
para dar suporte aos estudos de estabilidade ou também as avaliacdes pré-clinicas e clinicas,
cujos tamanhos sdo estabelecidos por uma quantidade minima equivalente a 10 % do lote
industrial previsto, ou a quantidade equivalente a capacidade minima do equipamento
industrial a ser utilizado, ou a 100000 unidades de formas farmacéuticas sélidas, o que for
maior (ANVISA, 2009).

Embora sejam promissoras as aplicacdes dos lipossomas como veiculos para a
liberacdo controlada de farmacos, o desenvolvimento de produtos lipossomais ainda €
deficiente devido a caréncia de métodos de producdo que sejam aplicaveis na industria,
atendendo as exigéncias de esterilidade, estabilidade e possibilidade de escalonamento, além
da necessidade de serem reprodutiveis, simples e econdmicos (WAGNER et al., 2002). Apds
quase 5 décadas de pesquisa, alguns produtos farmacéuticos sob a forma lipossomal séo
efetivamente utilizadas no mercado, dentre eles estdio DaunoXome®, Doxil®, Caelyx®,
AmBisome® e Myocet® (TORCHILIN, 2007).
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A producdo de lipossomas ocorre em 3 etapas: a formacdo das vesiculas lipidicas, a
calibracdo do didmetro e a purificacdo (remogdo do material ndo encapsulado) dos
lipossomas. A formacéo das vesiculas lipidicas envolve a formacdo de uma estrutura lipidica
intermedidria e posterior hidratacdo desta estrutura. Os principais métodos escalonaveis nesta
etapa sdo: evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida, atomizacdo por spray-drying,
desidratagédo-reidratacdo, microfluidizacéo e injecdo de etanol. A calibragdo do didmetro dos
lipossomas em grande escala € feita principalmente por processos mecanicos como 0 uso de
extrusores de alta pressdo, de microfluidizadores ou de homogeneizadores de alta pressao
(BRANDL, 1998). Para a purificacdo dos lipossomas, poucos métodos sdo facilmente
escalonados sem causar uma consideravel perturbacdo na estrutura da vesicula. A separacao
pode ser feita em resina de troca i6nica, por dialise e por ultrafiltracdo (VAN WINDEN et al.,
1998; AMSELEM et al., 1990; VEMURI;RHODES, 1994).

O escalonamento de lipossomas depende dos seguintes fatores criticos: o
desenvolvimento de um processo eficiente e adequado para a producdo de lipossomas estéreis
e livres de pirogénios em escala industrial; altos e reprodutiveis niveis de encapsulacdo do
farmaco, com uma quantidade minima de farmaco livre (ndo encapsulado) presente no
produto final; e ainda, que a formulag&do dos lipossomas seja estavel durante 0 armazenamento
(AMSELEM et al., 1990). O extenso interesse no uso de lipossomas como carreadores de
farmacos exige procedimentos que atendam aos padrfes farmacéuticos quanto a preparagdo e
caracterizacdo das vesiculas. Procedimentos tecnoldgicos aceitaveis devem ser reprodutiveis
em larga escala e economicamente viaveis. Vemuri e Rhodes (1995) também consideram que
para a producdo em larga escala de lipossomas, deve-se garantir a remogéo de todo o solvente
organico, a protecdo dos fosfolipides contra a oxidacdo, a remogdo das endotoxinas, a
remocdo da droga livre (ndo encapsulada), o controle do tamanho das vesiculas e a
esterilizacéo dos lipossomas.

Quando um sistema solvente for selecionado para um dado procedimento deve-se
levar em consideracdo os limites de seguranca, solubilidade e pureza do mesmo. Os residuos
de solventes na preparacdo acabada podem causar danos & satde do paciente. Solventes como
etanol e hidrocarbonetos podem levar a desestabilizacdo dos lipossomas por interferirem nas
interacdes cooperativas hidrofobicas entre os grupos metileno dos fosfolipides que mantém a
estrutura unida. Estudos de Vemuri e Rhodes (1995) demonstraram que quanto menor o lote e
maior a temperatura do banho, menor sera a quantidade de residuo de cloroférmio no filme
fosfolipidico. Estes estudos ainda sugerem que o tamanho do lote influencia mais na

quantidade de residuo de cloroférmio do que a temperatura do banho.
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Vérias técnicas tém sido desenvolvidas para a producéo de lipossomas em escala laboratorial,
entretanto a aplicacdo dos lipossomas como medicamentos ainda é dificultada pelos desafios
de sua producéo em larga escala (WAGNER; VORAUER-UHL, 2011; MEURE et al., 2008).
As vantagens e desvantagens relacionadas a transi¢do da producdo da escala laboratorial para
a escala industrial dos principais métodos de preparacdo de lipossomas sdo resumidos no
Quadro 1.

Quadro 1 — Vantagens e desvantagens dos métodos convencionais de producdo de
lipossomas durante a producéo em escala industrial*

Método Vantagens Desvantagens
convencional
Bangham Processo simples Grande quantidade de solvente organico, requer

agitacdo vigorosa, formacdo de dispersdes
heterogéneas com vesiculas grandes, tempo de
preparacdo longo, procedimento de esterilizacdo
complexo

Deplecdo de | Processo  simples, | Grande quantidade de solvente orgéanico, residuo de
detergente | produto homogéneo, | detergente, tempo de preparacdo longo, baixa
controle do didmetro | eficiéncia de encapsulagdo, baixo rendimento,

das vesiculas procedimento de esterilizacdo complexo
Injecdo de | Processo simples Residuo de solvente organico, bloqueio do bico do
etanol/éter sistema etéreo devido a pré-evaporacdo, tempo de
preparacdo longo, procedimento de esterilizacdo
complexo
Evaporacdo | Design simples, | Inadequado para a encapsulacdo de moléculas
em fase eficiéncia de | labeis devido a grande quantidade de solvente
reversa encapsulacao organico, tempo de preparacdo longo, procedimento
razoavel de esterilizacdo complexo

Fonte: Adaptado de Meure et al., 2008.

Métodos comumente utilizados para a preparacdo de lipossomas que podem ser
utilizados no escalonamento incluem hidratacdo do filme lipidico, homogeneizacdo sob alta
pressdo, injecdo de solvente orgénico e uso de gradiente de pH. Amselem e colaboradores
(1990) compararam cinco métodos de preparacdo de lipossomas por hidratacdo do filme
lipidico. Para o escalonamento de lipossomas de doxorrubicina, um farmaco anfifilico, foi
escolhido o processo chamado hidratacdo lenta do filme lipidico delgado, constituido de
fosfatidilcolina:fosfatidilglicerol:colesterol (concentracdo lipidica 35 mM, razdo molar igual
a 7:3:4, respectivamente). Apos a hidratacdo do filme, foi realizada a extrusdo em membranas
de policarbonato de 0,4 ¢ 0,2 um. Lipossomas oligolamelares foram obtidos, de didametro

compreendido entre 300-500 nm, com teor de encapsulacdo de 97 %. O didmetro dos
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lipossomas ndo sofreu alteragcdo por um periodo de 5 meses, a 4° C. Este método mostrou-se o
mais eficiente em termos de encapsulacdo do farmaco.

Outro meétodo utilizado para o escalonamento de lipossomas foi a homogeneizacao sob
alta pressdo. Mesoporfirina de estanho, um inibidor competitivo da hemoxigenase, foi
dissolvida em metanol. A esta solugdo foi adicionada fosfatidilcolina de ovo previamente
dissolvida em uma mistura metanol:cloroférmio (9:1). O solvente foi evaporado em rotavapor
sob pressdo reduzida. Ao filme lipidico formado foi adicionada uma solucéo de lactose 0,05
M/tampédo fosfato 0,004 M. Esta mistura foi entdo homogeneizada por 2 horas e apds este
periodo, submetida a microfluidizacdo, a 60-80 psi. As vesiculas obtidas apresentaram
diametros menores de 200 nm e teor de encapsulacdo acima de 90 %. Os lipossomas de
mesoporfirina de estanho foram esterilizados por filtracdo e liofilizados em um ciclo de um
dia, com retencdo do didmetro das vesiculas e manutencdo do teor de encapsulacdo. A lactose
foi utilizada por suas propriedades crioprotetoras e por sua aceitabilidade em formulagdes
para uso parenteral (CANNON et al., 1993).

Vemuri e Rhodes (1994) sugeriram a utilizacdo do método de encapsulacdo por
gradiente de pH seguido de diafiltracdo para o escalonamento de lipossomas constituidos por
fosfatidilcolina de ovo:fosfatidilglicerol de ovo:colesterol contendo sulfato de orciprenalina
(100 mg/mL). O filme lipidico foi hidratado com tampéo fosfato contendo 5 % lactose, pH
4,5, e o farmaco foi dissolvido em tampdo fosfato contendo 5 % de lactose, pH 9,5. Por este
método, foram obtidos lipossomas unilamelares e oligolamelares, de diametro inferior a 200
nm e com teor de encapsulacdo de 80-85 %. O processo de liofilizacdo ndo alterou o diametro
das vesiculas, porém reduziu a porcentagem de encapsulacdo em 15 %. O extravasamento do

farmaco foi associado ao aumento do tamanho das vesiculas, durante o armazenamento.

Para a producdo em larga escala de lipossomas do tipo LUV pode-se utilizar o método
da microfluidizacdo, no qual a suspenséo lipidica é forgada repetidamente sob alta presséo
atraveés de um pequeno orificio para colidir contra uma parede ou um fluido que venha em sua
direcdo contraria. As desvantagens sdo a relativa alta polidispersividade da dispersao
lipossomal, dificuldades em refinar o didmetro das vesiculas e algum risco de degradacdo da
amostra (ULRICH, 2002).

Barnadas-Rodriguez e Sabés (2001) estudaram alguns fatores a fim de avaliar as
caracteristicas dos lipossomas obtidos em um microfluidizador. Fatores tais como a pressao, o
tempo em que as amostras sd@o processadas (ciclos), a forca ibnica, a concentracdo de

fosfolipide e a quantidade de solvente organico (etanol) foram relacionados com o diametro
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médio dos lipossomas e sua distribuicdo. Para minimizar o nimero de experimentos foi
aplicado o design fatorial, como ferramenta de otimizagdo do trabalho. Como as
caracteristicas das dispersdes lipossomais determinam sua eficiéncia de encapsulacdo e
aplicacdo, um conhecimento detalhado do processo de homogeneizacdo pode facilitar a
escolha das condi¢des de trabalho para a obtencdo de um tipo de lipossoma pré-determinado.
Atraveés da variacdo do numero de ciclos (0-9) e da pressdo empregada (1273-5092 Bar), 0s
resultados mostram que o didmetro sempre diminui com o aumento do nimero de ciclos e
com o aumento da pressao. Entretanto, ha um limite no nimero de ciclos empregado para um
valor de presséo constante, a partir do qual, ndo ocorre mais a diminui¢do do didmetro. Este
valor constante foi atingido em todos os valores de presséo em aproximadamente sete ciclos.
Em amostras homogeneizadas a aproximadamente 4000 Bar, por 7 ciclos, foram obtidos

lipossomas de diametro igual a 109 nm.

Jeffs e colaboradores (2005) utilizaram o método da injecdo de solvente seguida de
ultrafiltracio  da  preparacdo  de  lipossomas  constituidos de  colesterol:
diestearoilfosfatidilcolina:dioleiloxidimetimetilaminopropano:diestearoilglicerometoxipolietil
enoglicol 2000 (concentracdo lipidica 20 mM, razdo molar igual a 55:20:15:10,
respectivamente para a encapsulacdo de plasmideo de DNA em larga escala. Com este
método foram obtidas vesiculas de diametro inferior a 200 nm e teor de encapsula¢do acima
de 80 %.

Para a obtencdo de um produto de uso parenteral, lipossomas ndo podem ser
esterilizados pela exposicdo a altas temperaturas, e também sdo sensiveis aos varios tipos de
irradiacdo, bem como esterilizacdo por agentes quimicos. Logo, o método disponivel para a
esterilizacéo é a filtracdo em membranas de 0,22 um, para lipossomas menores que 200 nm.
Para lipossomas maiores, o processo deve ser conduzido em condi¢des assépticas (NEW,
1990). A melhor maneira de controlar os niveis de endotoxinas das preparagdes de lipossomas
é a utilizacdo de materia-prima de alta qualidade com baixos niveis de endotoxinas e a
conducdo do processo em condicOes assépticas com utensilios despirogenizados (VAN
WINDEN et al., 1998).

Na Tabela 1 sdo apresentados estudos de transposicdo de escala de producdo de

lipossomas descritos na literatura.
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Tabela 1 — Estudos de transposi¢do de escala para a producéo de lipossomas

~ METODO DE METODO DE | DIAMETRO TEOR DE DEMAIS
DROGA COMPOSICAO PRODUCAO PURIFICACAO (nm) ENCAPSULACAO (%) | CARACTERIZACOES AUTORES
PC:PG:CHOL I?I%ri?:g(?ftrduos;)l r:s] Resina de troca Teor de fosfolipide, teste Amselem
Doxorrubicina Razdo molar igual a 7:3:4 bp de volicarb catidnica 300-500 97 de esterilidade e de L 1990
Conc. Lipidica = 35 mM membranas de policarbonato (Dowex®) pirogénios etal,
(0,4-0,2 pm)
Mesoporfirina Hidratacdo do filme Cannon et
o é’stanho PC lipidico/Microfluidizaco 100-150 90 ; A 00a
(60-80 psi/ 4 ciclos) N
Plasmideo Ra?élco-riglgrl_i:agpalzs'z Hidratacdo do filme Teor de fosfolipide, Sorai et
DNA (pRSV- Conc Lipi?iica _ lipidico/Microfluidizagéo <200 - teste de esterilidade e al ?996
LUC) 2 umol/mL (90 psi/ 3-5 ciclos) pirogénios
Proteina DPPC:CHOL: Injecdo de solvente orgénico Ultrafiltragao Wagner et
Esterilamina 1€¢ g (cut off: 100 270-290 25-27 Teste de esterilidade g
rh-Cu/Zn-SOD ~ - . com fluxo cruzado al., 2002
Razdo molar igual a 7:2:1 kDa)
Pirazinamida Lecitina hidrogenada de soja H|drat§1gao do fllm_e lipidico 800-2000 14 Teor de fosfolipide Carneiro,
em sistema multitubular 2003
CHOL:DSPC:DODMA:
Membrana de

Plasmideo DSG-PEG200 . Al filtracdo N .| Jeffsetal

Razéo molar igual a 55:20:15:10 | Inje¢&o de solvente orgénico <200 80 Didmetro e morfologia N
DNA T com carga 2005
Conc. Lipidica = (Mustang O®)
20 mM g
Deoxicolato-Na:Polaxamer Injecdo de solvente organico/ | Diélise/Filtracao yana et
Nimodipina 188:PC 0,3:3:5 (p/p) Homogeneizagdo sob alta | em membranas de 53,3 90 Diametro e morfologia al 2%06
pressdo 0,10 pm N

Técnica de gas antisolvente . -

Anfotericina B PC:CHOL (fluido supercritico de Dialise 150-3000 20 -.rAeor de fosfol|p|de,_ Kadimi
o Diametro e morfologia | etal., 2007

dioxido de carbono)

PC: fosfatidilcolina; CHOL.: colesterol; PG: fosfatidilglicerol; DC-CHOL.: dicarbamoil-colesterol; DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina; DSPC: diestearoilfosfatidilcolina; DODMA:
dioleiloxidimetil-aminopropano; DOPE: dioleilfosfatidiletanolamina; DSG-PEGygq: diestearoilglicerol acoplado ao polietilenoglicol 2000
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3 OBJETIVOS

Esta tese tem como objetivo otimizar o processo da producao piloto e desenvolver um
programa de liofilizacdo de uma formulacdo de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo
prolongada contendo cisplatina (SpHL-CDDP).

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia dos seguintes parametros no processo de producdo de SpHL-CDDP:
mudancas da concentracgdo inicial da CDDP, do solvente do método REV e do método de
producdo de lipossomas;

e Produzir SpHL-CDDP em escala piloto, incluindo etapas de calibracédo e purificacéo;

e Realizar caracterizacdo fisica, fisico-quimica e quimica dos SpHL-CDDP;

e Determinar as temperaturas criticas da formulacdo de SpHL-CDDP para o
desenvolvimento de um programa de liofilizacéo;

e Eleger um crioprotetor a ser adicionado a formulacdo de SpHL-CDDP para a utilizacdo
durante a liofilizacdo desta;

e Desenvolver um programa de liofilizacdo de SpHL-CDDP.
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CAPITULO 1

Otimizacao da producdao de lipossomas
pH-sensiveis de circulacdo prolongada

contendo cisplatina



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

A cisplatina é um farmaco amplamente utilizado devido a sua elevada atividade
antitumoral. Entretanto, seu uso clinico é limitado devido aos efeitos colaterais graves, como
neurotoxicidade, distarbios gastrointestinais, e principalmente, a nefrotoxicidade aguda.
Lipossomas podem aumentar a concentracdo intracelular dos farmacos em células
cancerigenas, pela utilizacdo de estratégias tanto passivas quanto ativas para atingir o alvo
tumoral, e deste modo, evitar a toxicidade nas células sadias. Os recentes avangos obtidos
com a formulacdo de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada contendo cisplatina
(SpHL-CDDP) foram a alteracdo da farmacocinética da CDDP sob sua forma livre, resultando
na reducdo de sua toxicidade e numa maior especificidade da entrega do farmaco na regido
tumoral.

Lipossomas podem ser preparados por uma variedade de metodologias, incluindo a
hidratacdo do filme lipidico, evaporacdo em fase reversa (REV), injecdo etandlica,
congelamento-descongelamento e desidratagdo-reidratacdo (DRV). Muitas caracteristicas
desejadas aos sistemas de liberacdo de farmacos, como o diametro adequado e um alto
rendimento de encapsulacdo, dependem em grande parte do processo de producdo empregado.
Um bom método de producéo é desejavel para alcancar lipossomas com elevada eficiéncia de
encapsulacao, distribuicdo de didmetro homogénea e uma boa estabilidade de armazenamento
a longo prazo.

O método REV é um método baseado na substituicdo de um solvente imiscivel em
agua por uma fase aquosa, levando a formacédo de lipossomas com alto teor de encapsulacao
de farmacos hidrofilicos. Entretanto, os solventes organicos usados na producdo de
lipossomas devem ser removidos da preparacéo final ja que eles representam um risco a saude
humana e a estabilidade das vesiculas lipossomais. O uso de solventes organicos com ponto
de ebulicdo maior do que o ponto de ebulicdo do éter dietilico foi avaliado neste estudo como
uma alternativa para a adequagéo ao escalonamento do método REV na produgéo de SpHL-
CDDP. Além disto, foi investigado o uso do método DRV na producdo de SpHL-CDDP,
através do qual lipossomas pré-formados sdo submetidos a liofilizagdo, seguido de uma
hidratagdo controlada. Pelo método DRV é possivel atingir 6timos niveis de encapsulacdo
usando condicOes suaves e 0 escalonamento deste processo parece ser diretamente aplicavel.

Por fim, dando sequéncia aos estudos pré-clinicos da formulacéo de SpHL-CDDP faz-
se necessario o escalonamento da sua producdo, para dar suporte aos estudos de estabilidade
assim como as avaliagdes pré-clinicas e clinica. Deste modo, nesta primeira parte do estudo

foram avaliados parametros para a otimizacao da producédo de SpHL-CDDP.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Reagentes

DOPE e DSPE-mPEGyuo foram adquiridos da Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Alemanha). CHEMS foi fornecido pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A CDDP foi
adquirida da Quiral Quimica do Brasil S/A (Juiz de Fora, MG, Brasil). A trealose dihidratada,
acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etano-sulfonico (HEPES) e NaOH foram adquiridos da
Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O metanol, acetato de etila e a N, N-
dimetilformamida (DMF), de grau HPLC, foram adquiridos da Tedia (Fairfield, OH, Estados
Unidos). O cloroférmio e o éter etilico foram adquiridos da Synth (S&o Paulo, SP, Brasil). O
NaCl e o isopropanol foram provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha). O &cido nitrico
foi obtido da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Todos os demais reagentes e solventes
utilizados foram de grau analitico.

O padréo de tetracloroplatinato de potassio (46,44 % de Pt0) da Johnson Matthey
(West Deptford, NJ, EUA), foi gentilmente cedido pela Quiral Quimica do Brasil (Juiz de
Fora, MG, Brasil). O argbnio 99,99 % de pureza da Air Liquide Brasil (Contagem, MG,
Brasil) foi utilizado como gas de purga. A agua purificada grau Milli-Q foi obtida pelo
sistema de purificacdo da Millipore S.A. (Billerica, MA, EUA).

2.1.2 Equipamentos

Os lipossomas foram preparados utilizando um rotavapor Buchi Labortechnik AG CH-
9233, modelo R-210, acoplado a uma bomba de vacuo de mesma marca, modelo V-700
(Flawil, Suica). As amostras foram vortexadas em Mini-shaker lka, modelo MS1
(Wilmington, NC, Estados Unidos). A calibragdo dos lipossomas produzidos em pequena
escala foi feita através de um extrusor Lipex Biomembranes, modelo T 001 (Vancouver,
Canada). Para a calibracdo dos lipossomas produzidos em larga escala foi utilizado um
homogeneizador de alta pressdo de estagio unico, modelo APV 2000 (Albertslund,
Dinamarca). A purificacdo dos lipossomas foi realizada por ultracentrifugacdo, utilizando
uma ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-80 XP (Indianapolis, IN, EUA) ou por

ultrafiltracdo em sistema de filtracdo de fluxo tangencial Labscale® contendo um membrana
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de poliétersulfona modelo Biomax® de 300 kDa com 50 cm? de &rea (Millipore S.A.,
Billerica, MA, EUA). Na liofilizacéo realizada no método DRV, foi utilizado o Liofilizador
Thermo Savant Modulyo D-115 (Waltham, MA, EUA).

Os lipossomas obtidos foram caracterizados quanto ao diametro das particulas e
potencial zeta utilizando o Zetasizer Malvern Instruments, modelo 3000 HSA (Malvern,
Inglaterra). O teor de encapsulagdo foi determinado em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Waters Instruments, composto por uma bomba modelo 515, um auto-injetor
modelo 717 Plus e um detector DAD modelo 2996 (Milford, MA, EUA), conectado a um
computador apresentando o software Empower, versdo 2.0; ou através do sistema de GF-AAS
da Varian (Mulgrave, Victoria, Australia), que consiste de um espectrdmetro de absorcao
atdbmica, modelo Spectr AA — Zeeman 220, equipado com forno de grafite modelo GTA 110,
injetor automatico, refrigerador e corretor Zeeman. A lampada de catodo oco para Pt, da
Hitachi Instrument Service Companhia Ltda (Shibuya, Tokyo, Japdo) operou a 10 mA. Foram
utilizados tubos cobertos de grafite pirolitico sem plataforma (Varian, Mulgrave, Victoria,

Australia).

2.2 Métodos

2.2.1 Métodos de preparacao de lipossomas
2.2.1.1 Producao de lipossomas pelo método REV

A preparacdo dos lipossomas foi realizada mediante o emprego do metodo de REV
(SZOKA;PAPAHADJOPOULOS, 1978). Apos a etapa de formacdo das vesiculas lipidicas, a
producdo foi efetuada por dois métodos distintos, que foram denominados como Método 1, a
producéo de lipossomas em pequena escala; e Método 2, a produgdo em escala piloto (Figura
16).

O volume do lote foi diferenciado para cada método. Foram produzidos lotes cujo

volume foi igual a 2 mL no método 1 e, 50 mL no método 2.
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Preparacdo de lipossomas
pH-sensiveis de circulagcdo prolongada

Método REV
s ' N s ' N
PEQUENA ESCALA ESCALA PILOTO
METODO 1 METODO 2
L Volume =2 mL ) ( Volume=50mL )
(Extruséo em membranas de) ( Homogeneizacao sob alta )
policarbonato pressdo
. J \ J
Ultracentrifugacéo Ultrafiltracdo

Figura 16 — Fluxograma da produgcao de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada.

2.2.1.1.1 Producéo de lipossomas pelo método REV em pequena escala (método 1)

Obtencdo de uma emulsdo agua em 6leo (A/O)

Aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS e DSPE-mPEG;qy (concentracdo lipidica
total igual a 40 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8:0,5; respectivamente) foram transferidas para
um baldo de fundo redondo, sendo o solvente, em seguida, evaporado a 25°C, sob pressao
reduzida. O filme lipidico obtido foi dissolvido em 3,0 mL de éter etilico, previamente tratado
com solucdo de tampao HEPES 10 mM para eliminacdo de perdxidos, e em uma quantidade
de solucdo de NaOH necessaria para ionizar completamente as moléculas de CHEMS.
Posteriormente, para a obtencdo de lipossomas de CDDP, foi adicionado 1,0 mL de uma
solucdo de NaCl 0,9 g% (p/v) contendo CDDP 2,0 mg/mL, a solucdo lipidica. A mistura
obtida foi, entdo, submetida ao vortex durante 5 minutos, produzindo uma emulséo do tipo
A/O.

Obtencéo de SpHL-CDDP

Posteriormente, a emulsdo A/O foi submetida a evaporagdo sob pressdo reduzida, a

25°C, a fim de se eliminar o solvente orgéanico, permitindo a formag&o das vesiculas lipidicas.
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Em seguida, os lipossomas foram submetidos a calibracdo mediante sua passagem através de
membranas de policarbonato da marca Millipore (Billerica, MA, EUA) de 0,4 um, 0,2 um e

0,1 um (5 vezes cada ciclo).

Purificacdo dos SpHL-CDDP por ultracentrifugacéo

O material ndo encapsulado nos SpHL-CDDP obtidos em pequena escala foi separado
dos lipossomas mediante ultracentrifugagdo, a 150000 x g, a 10 °C, durante 90 minutos. Apds
a ultracentrifugacdo, o pellet foi reconstituido pela adicdo de solucdo de NaCl 0,9 % (p/v),
seguida de agitacdo sob vortex. Os SpHL-CDDP foram caracterizados quanto ao teor de

encapsulacdo, didmetro e potencial zeta das vesiculas.

2.2.1.1.2 Producéo de lipossomas pelo método REV em escala piloto (método 2)

Para a produgdo de SpHL-CDDP em escala piloto, 0 método utilizado diferenciou-se
da producdo em pequena escala quanto ao volume do lote e aos métodos de calibracdo e de
purificacdo dos lipossomas. A preparacdo de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo
prolongada brancos (sem CDDP, SpHL) e de SpHL-CDDP foi realizada mediante o emprego
do método REV. Foram preparados lotes de 50 mL, sob pressdo e rotacdo controladas. Os
lipossomas foram submetidos a calibragdo por homogeneizagdo sob alta pressao e a separacdo

do material ndo encapsulado foi realizada por ultrafiltracdo.

Calibracéo de SpHL-CDDP por homogeneizacgao sob alta pressao

Ap0s a obtencdo de 50 mL de SpHL-CDDP no rotavapor, a dispersdo de lipossomas
foi diluida para um volume final igual a 110 mL com uma solucdo de NaCl 0,9% (p/v), a fim
de se obter 0 volume minimo necessario para a calibracdo do didmetro dos lipossomas em um
homogeneizador de alta presséo. A calibracao foi realizada mediante a passagem da disperséo
de SpHL-CDDP no homogeneizador de alta pressdo de estagio Gnico (HAP), sob pressdo de
500 Bar, por 9 ciclos, conforme definido em estudos anteriores (GIUBERTI et al., 2011)
(Figura 17). Cada ciclo representa 0 tempo necessdrio para que toda a amostra seja
homogeneizada, sob pressdo constante. O diametro das vesiculas foi analisado em aliquotas

retiradas antes do processo de homogeneizagdo (0 ciclo) e apds 9 ciclos.

77



Figura 17 — llustracdo do homogeneizador de alta pressao de estagio unico.

Purificacdo de SpHL-CDDP por ultrafiltracéo

O material ndo encapsulado foi separado dos lipossomas produzidos pelo método 2
mediante a ultrafiltragdo em membrana de polietersulfona Biomax® de 300 kDa com 50 cm?
de area (Cassete de filtracdo Millipore Pellicon® XL 50) acoplada a um sistema de filtrac&o
de fluxo tangencial Millipore Labscale® (Figura 18). Os lipossomas foram permeados
durante 5 ciclos, sendo que cada ciclo corresponde a reducdo do volume da amostra até o

volume minimo necessario a recirculacdo pelo dispositivo de ultrafiltracao.

Figura 18 — llustracdo do cassete de filtragio Millipore Pellicon® XL 50 acoplado ao sistema de
filtracéo de fluxo tangencial Millipore Labscale®.

Inicialmente, um volume de 100 mL da disperséo lipossomal foi acondicionado no
reservatorio de acrilico (recipiente alimentador), no qual era mantida sob agitacdo constante.
Sua passagem foi impulsionada pela bomba peristéltica até a membrana, a qual separava a

amostra em duas “fases”, sendo elas: 1) o permeado, composto por solugdo de CDDP e NaCl
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e 2) o retido, composto pelos SpHL-CDDP. A amostra retida retornava ao reservatorio de
acrilico e recirculava até sua concentracdo a um volume de aproximadamente 20 mL. Ao
atingir este volume, cessava-se 0 bombeamento e a amostra era diluida com solucdo de NaCl
0,9 % (p/v) em quantidade suficiente para 100 mL. Este procedimento foi repetido por 5
ciclos. Ao final de 5 ciclos, a amostra retida foi reservada. Um volume de 5 mL de solucéo de
NaCl 0,9 % (p/v) foi injetado na membrana para recuperar o volume “morto” de SpHL-CDDP
restante no dispositivo de ultrafiltracdo e adicionado a amostra retida, totalizando assim 25
mL de lipossomas purificados e concentrados.

A dispersdo retida pela membrana (SpHL-CDDP concentrado) foi reconstituida ao
volume inicial de producéo (50 mL) adicionando-se solucéo de NaCl 0,9 % (p/v).

Os SpHL-CDDP foram caracterizados quanto ao teor de encapsulacdo, didmetro e

potencial zeta das vesiculas.

2.2.2 Producdo de lipossomas pelo método REV em pequena escala (método 1) com

alteracdo dos solventes utilizados

Os solventes organicos usados na preparacdo de lipossomas devem ser removidos do
produto final uma vez que estes representam um risco tanto para a salde humana quanto para
a estabilidade das vesiculas. O uso de solventes organicos com pontos de ebulicdo elevados,
em comparacdo ao éter etilico, foram avaliados como uma alternativa adequada no
escalonamento da producdo de lipossomas pelo método REV.

O planejamento para o uso de solventes organicos compreende a utilizagdo de areas a
prova de explosédo (devido a atmosfera de vapor de solvente que pode ser formada durante o
processo) visando a aplicacdo do método em escala industrial. Além disso, o solvente
organico deve ser imiscivel com a fase aquosa no método REV. E finalmente, outro ponto a
ser considerado é a toxicidade dos solventes. Estes devem apresentar a menor toxicidade
possivel e quantidades aceitaveis destes deverdo ser permitidos em produtos injetaveis. De
acordo com a European Medicines Agency (EMEA, 2011), os solventes sdo divididos em 3
classes, a saber: classe 1 (solventes a serem evitados), classe 2 (solventes a serem limitados) e
classe 3 (solventes com baixo potencial toxico). Etanol (classe 3), acetato de etila (classe 3) e
cloroférmio (classe 2, com limite de concentracdo igual a 60 ppm) podem ser usados na

preparacéo de produtos farmacéuticos.
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2.2.2.1 Variacdo do solvente utilizado na producgéo de SpHL pelo método REV

Preparacdo de lipossomas
pH-sensiveis de circulacdo prolongada
Método REV - Pequena escala

Variacdo dos solventes Variagdo da concentracao
utilizados na dissolucao do inicial de CDDP
filme lipidico
v’ éter etilico v' 2,0 mg/mL
v’ acetato de etila v' 1,0 mg/mL
v’ éter isopropilico:cloroférmio (1:1 v/v) v' 0,50 mg/mL
v' acetato de etila:etanol (1:1; 2:1; 3:1 v/v) v' 0,25 mg/mL

Figura 19 — Fluxograma das variaveis testadas na producéo de SpHL-CDDP pelo método REV
em pequena escala.

Inicialmente, os solventes foram testados na producdo em pequena escala (Figura 19).
Na preparacédo de lipossomas pelo método REV, foram testados diversos solventes candidatos
a substituicdo do éter etilico, objetivando a utilizacdo de um solvente mais viavel a
transposicao para a escala industrial. SpHL foram produzidos em pequena escala (Método 1):
aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS e DSPE-mPEG,q0 (concentracao lipidica total
igual a 40 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8:0,5; respectivamente) foram transferidas para um
baldo de fundo redondo, sendo o cloroférmio, em seguida, evaporado sob pressao reduzida. O
filme lipidico obtido foi dissolvido em diferentes solventes organicos como listado na Tabela
2.

Apos a dissolucgdo do filme lipidico, foi adicionado 1,0 mL de solucéo de NaCl 0,9 %
(p/v). A mistura obtida foi, entdo, submetida a agitacdo em vortex durante 5 minutos.
Posteriormente, a dispersdo foi submetida a evaporacdo sob pressdo reduzida a fim de se
eliminar o solvente orgénico, permitindo a formacdo das vesiculas lipidicas. Os lipossomas
foram caracterizados quanto ao aspecto macroscopico, diametro das vesiculas e indice de

polidispersao.
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Tabela 2 — Solventes utilizados na etapa de emulsificacdo da preparacdo de SpHL pelo
método REV

Relagéo fase
Solvente Organico (v/v) aquosa:solvente Ponto de ebuli¢éo (°C)
organico (v/v)
Eter etilico 1:3 34,6
Acetato de etila 1:4 77,1
Acetato de etila:etanol 1:1 1:4
Acetato de etila:etanol 2:1 1:4
Acetato de etila:etanol 3:1 1:4
Eter isopropilico:cloroférmio 1:1 1:6

2.2.2.2 Variacdo do solvente utilizado na producdo de SpHL-CDDP pelo método REV

Diante dos resultados obtidos pela producdo de SpHL, foram escolhidas as misturas de
solventes Acetato de etila:etanol 1:1 (v/v) e Acetato de etila:etanol 2:1 (v/v), para a producao
de SpHL-CDDP. Ap6s a obtencdo do filme lipidico (descrito no item 2.2.2.1), este foi
dissolvido com uma das misturas de solventes citadas anteriormente. A relacdo entre a fase
aquosa [solucdo de NaCl 0,9 % (p/v)] e a fase organica foi de 1:4 (v/v). Ap0s a dissolucdo
do filme lipidico, foi adicionado 1,0 mL de solucéo de NaCl 0,9 % (p/v) contendo cisplatina 2
mg/mL, a solucdo lipidica. Posteriormente, a dispersdo foi submetida & evaporacdo sob
pressdo reduzida a fim de se eliminar o solvente orgénico, permitindo a formagdo das
vesiculas lipidicas. Os lipossomas foram caracterizados quanto ao aspecto macroscopico,

didmetro das vesiculas e indice de polidisperséo.

2.2.2.3 Producéo de lipossomas pelo método REV em pequena escala (método 1) com

alteracao da concentracéo do farmaco

Foram produzidos SpHL-CDDP em pequena escala, pelo método REV (Figura 19),
utilizando na etapa de hidratacdo do filme lipidico, solugdes de NaCl 0,9 % (p/v) contendo
CDDP em diversas concentracdes. Foram utilizadas solugdes de CDDP nas concentragdes de
2,0 mg/mL; 1,0 mg/mL; 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL. Os lipossomas foram caracterizados

quanto ao didmetro das vesiculas, indice de polidisperséo e teor de encapsulacgéo.
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2.2.3 Producéo de lipossomas pelo método REV em escala piloto (método 2) com
alteracao do solvente e da concentracdo do farmaco

Ap0s testes preliminares de producdo de SpHL-CDDP com variacdo da concentragao
da solugcdo de CDDP (fase aquosa) e do solvente utilizado como fase organica do método
REV, em pequena escala (método 1), foram produzidos lotes de 50 mL de SpHL-CDDP
utilizando uma solucdo de CDDP na concentracdo igual a 0,5 mg/mL e a mistura acetato de

etila:etanol 1:1 (v/v), pelo método REV, em escala piloto (método 2).

2.2.4 Preparacdo de lipossomas pelo método de DRV

No método de DRV vesiculas “vazias” (sem o farmaco), contendo diferentes lipides
ou misturas destes, sdo preparadas. Ap0s a mistura das vesiculas “vazias” com o farmaco
solubilizado, procede-se a desidratacdo. Pela adicdo de agua, a reidratacdo leva novamente a
formacdo das vesiculas (ZADI; GREGORIADIS, 2000). SpHL-CDDP foram também
produzidos pelo método de DRV mediante a mistura de SpHL e da solucdo de CDDP nas
concentragcfes de 0,5 ou 1,0 mg/mL, seguida da liofilizacdo da mistura e reidratacdo do po
liofilizado, a fim de se avaliar um novo método de preparo, o qual pode também pode ser
aplicado em larga escala.

Preparacdo de SpHL — método DRV

Inicialmente, SpHL foram preparados pelo metodo de hidratacdo do filme lipidico
(BANGHAM et al., 1965). Aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS e DSPE-mPEG;q0
(concentracéo lipidica total igual a 40 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8:0,5; respectivamente)
foram transferidas para um baldo de fundo redondo, sendo o solvente, em seguida, evaporado
sob pressdo reduzida, a 25°C (Figura 20). Ao filme lipidico obtido foi adicionada quantidade
suficiente de solucdo de NaOH necessaria para ionizar completamente as moléculas de
CHEMS. Posteriormente, a hidratagédo do filme foi feita pela adigéo de 1,0 mL de solucéo
aquosa de NaCl 0,45 % e trealose 2,5 % (p/v). A dispersao foi misturada em um agitador tipo
vortex, por cerca de 10 minutos ou até completo desprendimento do filme. Em seguida, 0s
lipossomas foram extrusados em membranas de policarbonato de 0,4 um; 0,2 um e 0,1 um

(por 5 vezes cada).
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Figura 20 - Representacdo esquemdtica do método de desidratacdo-reidratacdo de
vesiculas da preparacédo de SpHL-CDDP.

Aos lipossomas calibrados, foi adicionado 1,0 mL de solugédo de NaCl 0,45 % (p/v)
contendo CDDP (0,5 mg/mL ou 1,0 mg/mL) e trealose 2,5 % (p/v), como substancia
crioprotetora, totalizando uma razéo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p. Em seguida, esta mistura
foi congelada em nitrogénio liquido e colocada na cAmara do liofilizador (Modulyo D-115).
Os lipossomas foram submetidos a liofilizacdo durante 24 horas. Apos este periodo, 0s
frascos foram vedados.

Os lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada liofilizados foram reconstituidos
com quantidade suficiente de agua purificada para a recuperacdo do volume inicial de
lipossomas (lipossoma total). Em seguida, a dispersao lipossomal foi submetida a agitacéo,
com auxilio do vértex, por 3 minutos. Imediatamente ap0s a ressuspensdo, estes lipossomas
foram purificados por ultracentrifugacdo. O pellet foi reconstituido com solugdo de NaCl 0,9
% (p/v), formando os lipossomas purificados. Apos a ultracentrifugacdo, a quantidade de
CDDP presente no sobrenadante e nos lipossomas purificados foi analisada por
espectroscopia de absorcdo atdbmica. Os lipossomas foram armazenados sob atmosfera de
nitrogénio, a 4° C, protegidos da luz. Estes foram caracterizados quanto ao diametro das
vesiculas antes e ap0s a etapa de liofilizac&o.
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2.3 Métodos de caracterizagdo dos lipossomas
2.3.1 Determinacdo do diametro e do potencial zeta das vesiculas

A anélise do didmetro das particulas foi efetuada por meio de espectroscopia de
correlacdo de fotons utilizando-se o equipamento Zetasizer 3000 HSA (Malvern, Inglaterra).
Para a realizacdo das medidas foram utilizados 30 pL de lipossomas diluidos em 3 mL de
solucdo de NaCl 0,9 % (p/v), até que se obtivesse a contagem adequada de particulas. As
medidas foram efetuadas a temperatura de 25°C e a um angulo de 90°. Os resultados sdo
apresentados como a média de dez medidas.

O potencial zeta foi determinado por espalhamento dinamico da luz e andlise da
mobilidade eletroforética das vesiculas. As medidas foram feitas em triplicata em aliquotas
diluidas 250 vezes, empregando-se 0 equipamento Zetasizer 3000 HSA (Malvern, Inglaterra),
a temperatura de 25°C e a um angulo de 90°.

2.3.2 Determinacao do teor de encapsulacdo da CDDP em SpHL-CDDP

A determinagdo da porcentagem de CDDP encapsulada foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou por espectroscopia de absorcdo atbmica
em forno de grafite (GF-AAS).

O teor de encapsulacdo (TE) da CDDP em SpHL-CDDP foi calculado mediante a
determinacédo da porcentagem da concentracdo de CDDP presente nos lipossomas purificados
(Lip Purificado) e a concentracdo de CDDP presente nos lipossomas antes da purificacdo (Lip

Total), como indicado na equacdo discriminada abaixo:

[CDDP]Lip Purificado X 100

[CDDP]Lip Total

TE=

2.3.2.1 Doseamento da CDDP por CLAE

A CLAE foi utilizada como técnica de doseamento da CDDP, segundo método
analitico descrito na Farmacopéia Americana 242 edicdo (USP 24), com modificacdes no
eluente empregado. O eluente descrito na USP 24 é constituido por acetato de etila, metanol,

dimetilformamida e agua, na propor¢do de 25:16:5:5, respectivamente; enquanto o eluente
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utilizado neste trabalho é constituido por acetato de etila, metanol, dimetilformamida e agua,
na proporgdo 4:4:1:1, respectivamente. A CDDP foi separada utilizando como fase
estaciondria a coluna LiChrospher® 100 NH,, 25 cm x 4 mm, 10 um (Darmstadt, Alemanha).
O volume de injecdo foi de 20 pL, em fluxo igual a 1,0 mL/min e o material eluido foi
detectado em comprimento de onda igual a 310 nm.

Os SpHL-CDDP foram previamente abertos com o emprego de alcool isopropilico na

proporcao 1:2, seguida de diluicdo em fase movel (1,5 vezes) para inje¢cdo no cromatdgrafo.
2.3.2.2 Doseamento da CDDP por GF-AAS

As condicGes de analise para a determinagdo da platina por GF-AAS estéo descritas na
tabela 3 (temperaturas, tempo das etapas de secagem, pirélise, atomizacdo e limpeza, e 0
fluxo de gas de purga). Essas condi¢cdes foram definidas em trabalho anterior (VIEIRA,

2003).

Tabela 3 — Programa de temperaturas e fluxo de gas para a determinacao da Pt

Temperatura (°C) | Tempo (s) | Fluxo de argénio (L/min)
Estagio 1 — Secagem
85 50 3,0
95 40,0 3,0
170 10,0 3,0
Estagio 2 — Pirolise
500 5,0 3,0
1100 5,0 3,0
1100 10,0 3,0
Estagio 3 — Atomizagdo
1100 2,0 0,0
2700 0,8 0,0
2700 4,0 0,0
Estagio 4 — Limpeza
2700 3,0 3,0
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Preparo da solucéo padréo estoque de Pt 1000 ppm

A massa de 0,2149 g do padrdo de cloroplatinato de potassio (46,54 %), exatamente pesada
em balanca analitica (Sartorius BP221S, Alemanha), foi transferida para baldo volumétrico de

100 mL e diluida com agua Milli-Q acidificada com &cido cloridrico.

Preparo do padréo intermediario de Pt 350 pg/L

Foram realizadas sucessivas dilui¢cdes da solugéo padréo estoque de Pt 1000 ppm, em
solucdo aquosa de acido nitrico 5 % (v/v) em baldes volumétricos de 10 mL, até atingir a
concentracdo de 350 pg/L. A partir da solucdo padrdo intermedidria, foi tracado uma curva

padréo por diluicbes realizadas no prdprio equipamento.

Preparo das amostras de SpHL-CDDP

As amostras de SpHL-CDDP foram diluidas em solugdo aquosa de &cido nitrico 1 %
(v/v). A digestdo foi efetuada pela adicdo de solugdo aquosa de &cido nitrico 1 % (v/v) e a
homogeneizacdo foi realizada manualmente com pipeta automatica. A concentracdo final
estimada das amostras foi igual a 325 ng de Pt /mL. O branco utilizado foi a solu¢édo de acido
nitrico 1 % (v/v). As absorbancias foram medidas no comprimento de onda de 265,9 nm com

largura da fenda de 0,5 nm. O volume de amostra utilizado foi igual a 10 pL .

Linearidade

A linearidade do método foi avaliada atraves da determinacdo dos coeficientes de
correlagdo (r) das curvas de calibracdo. As curvas de calibracdo foram construidas com 5
concentragdes distintas em triplicata para cada experimento. As concentragdes 22,50; 52,50;
82,50; 112,50 e 142,50 pg de Pt/L foram preparadas por automacao a partir da solucéo padréo

intermediaria.
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2.4 Andlise estatistica

Os valores médios e os desvios padrdo (d.p.) foram calculados para todos os
experimentos descritos acima. A analise estatistica foi feita através do teste t ou pela anélise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Tukey, usando o programa GraphPad
Prism versdo 5.0. Para todas as analises, adotou-se o intervalo de confianga de 95 % e um

nivel de p < 0,05 foi aceito como estatisticamente significativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao da curva de calibracédo para doseamento da CDDP

Os métodos utilizados para o doseamento da cisplatina foram validados anteriormente em

trabalho desenvolvido por Vieira e colaboradores (2003).

3.1.1 Método CLAE

3.1.1.1 Linearidade

O doseamento da CDDP foi realizada pelo método CLAE, conforme descrito no item
2.3.2.1. A curva de calibracdo (Figura 21) apresentou um coeficiente de correlacdo igual a
0,9991, indicando adequada linearidade para a faixa de concentracdo utilizada (0,05 a 1,6 mg
de CDDP/mL).

1000000 -

800000 -

y=596185x-13333

600000 - r=0,9991

400000 -

Area dos picos

200000 -

3 -

0 0.5 1 1.5
Concentracio de CDDP (mg/mL)

Figura 21 — Curva de calibracéo para o doseamento da CDDP pelo método de CLAE.
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3.1.2 Método GF-AAS
3.1.2.1 Linearidade
A curva de calibracdo (Figura 22) apresentou um coeficiente de correlagdo igual a

0,9995 indicando adequada linearidade para a faixa de concentragdo utilizada 22,5 pg/L a
1425 pg/L de Pt que equivale a faixa de 34,62 pg/L a 219,23 pg/L de CDDP.
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Figura 22 - Curva de calibracdo para doseamento da platina pelo método de GF-AAS.

3.2 Producéo de SpHL e SpHL-CDDP pelo método REV

SpHL e SpHL-CDDP foram produzidos sob o método REV, com a variacdo da
composicgdo solvente e/ou da concentracdo do farmaco utilizado para a encapsulacéo, visando

a otimizacdo do processo de producéo.

3.2.1 Producdo de SpHL pelo método REV em pequena escala (método 1) com

alteracdes dos solventes utilizados

A preparacdo de lipossomas pelo método REV, envolve a formagdo de um filme
lipidico seguido da dissolucdo deste por um solvente, que juntamente com uma solucdo

aquosa do farmaco, forma uma emulsdo A/O, sob agitagdo, e atinge a forma lipossomal apds a
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evaporacdo deste mesmo solvente sob presséo reduzida. Na formulagdo desenvolvida utiliza-
se 0 éter etilico como solvente. Para a substituicdo deste, visando a producdo industrial desta
formulacéo, diferentes solventes foram testados os quais diferiram em relacédo a capacidade de
dissolucdo do filme lipidico e a formacéo de lipossomas (Quadro 2). Para tanto, entretanto,

inicialmente os solventes foram testados na formulagéo sem o farmaco (SpHL).

Quadro 2 — Aspectos do processo de producdo de SpHL preparados com diferentes
solventes organicos

) ) Aspecto da Aspecto
Dissolucéo . . -
. ) Formacao de mistura macroscopico
Solvente organico (v/v) do filme ] y
o fase gel durante a da disperséo
lipidico y )
evaporagao final
Eter etilico sim sim Hom Hom
Acetato de etila sim sim Het Hom
Eter isopropilico:cloroférmio 1:1 sim nao Het Het
Acetato de etila:etanol 1:1 sim sim Het Hom
Acetato de etila:etanol 2:1 sim sim Hom Hom
Acetato de etila:etanol 3:1 sim sim Hom Hom

* Het significa heterogéneo e Hom, homogéneo.

Para os solventes testados, observou-se a formacdo da fase gel caracteristica deste
método, exceto para a mistura de éter isopropilico:cloroférmio (1:1 v/v), a qual resultou em
uma dispersdo heterogénea, contendo agregados de lipides visualizados macroscopicamente.
Apos a evaporacgdo do cloroformio, o sistema desestabilizou-se e os lipides precipitaram na
presenca do éter isopropilico.

A mistura de solventes que permitiu melhor dissoluc&o do filme lipidico foi a mistura
acetato de etila e etanol em diferentes propor¢bes de volume [1:1, 2:1 e 3:1 (viv),
respectivamente]. No entanto, a dissolu¢do s6 foi possivel quando inicialmente o filme
lipidico foi dissolvido em acetato de etila, e posteriormente, o etanol foi acrescentado a
mistura. Em comparagdo a utilizagdo do éter etilico, solvente comumente utilizado como fase
orgénica na preparacdo de lipossomas pelo método REV, cujas preparagdes apresentam um
aspecto homogéneo da disperséo lipossomal, as misturas de acetato de etila:etanol (1:1, 2:1 e

3:1 v/v) formaram dispersdes com o mesmo aspecto uniforme.
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Na Tabela 4 estdo apresentados os dados de didmetro médio e indice de polidispersao
das vesiculas ap6s a formagdo dos lipossomas, ou seja, antes da etapa de extrusdo. A
formulacdo tradicional de SpHL-CDDP, utilizando éter etilico como solvente do filme
lipidico, forma uma disperséo lipossomal com vesiculas de aproximadamente 400 nm, com
distribuicdo heterogénea (i.p. = 0,4). Resultados semelhantes foram observados utilizando-se
0 acetato de etila como solvente desta fase do processo. Entretanto foram observados

agregados de lipides suspensos na mistura durante a evaporacao deste.

Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimicas de SpHL preparados com diferentes solventes
organicos

. Diametro . o o
Solvente orgénico * o Indice de polidisperséo (i.p.)
médio (nm)

Eter etilico 400,0 0,40
Acetato de etila 4140 0,40
Acetato de etila:etanol 1:1 1228,0 0,25
Acetato de etila:etanol 2:1 1061,4 0,13
Acetato de etila:etanol 3:1 7210 0,06

* Os valores correspondem a n = 1. Os dados referem-se a lipossomas antes da etapa de extrusao.

Para as misturas de acetato de etila:etanol, obteve-se dispersfes lipossomais
homogéneas com didmetro médio das vesiculas entre 721 e 1228 nm, as quais foram
facilmente calibradas pelo método da extrusdo. Foram selecionadas as misturas volumétricas
de acetato de etila:etanol, nas proporcdes de 1:1 e 2:1, para a continuidade dos estudos de
substituicdo do solvente éter etilico. Apesar dos resultados de menor didmetro e boa
homogeneidade da formulacdo contendo acetato de etila:etanol 3:1 v/v, o procedimento de
evaporacdo desta formulacdo foi efusivo e turbulento, o que dificultou a conducgdo do

experimento, o controle do processo e a reprodutibilidade entre os lotes.

3.2.2 Producéo de SpHL-CDDP pelo método REV em pequena escala (método 1) com

alterac6es da concentracao do farmaco

Na producao de SpHL-CDDP, segundo método REV (REV SpHL-CDDP), utilizando
0 éter etilico como solvente e uma solucdo de CDDP 2,0 mg/mL, o teor médio de
encapsulacdo obtido foi 19,6 + 3,0 % (GIUBERTI et al., 2011). A fim de se otimizar o
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processo de producdo de SpHL-CDDP, diferentes concentragdes de CDDP foram testadas. Os
resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa no didmetro médio e indice de
polidispersdo das vesiculas quando a concentragdo de CDDP foi diminuida. Em todas as
concentracdes testadas, foram obtidas dispersdes de SpHL-CDDP monodispersas, com

didmetro médio das vesiculas de aproximadamente 130 nm (Tabela 5).

Tabela 5 - Influéncia das diferentes concentracfes de CDDP sobre o diametro das
vesiculas e teor de encapsulacdo de SpHL-CDDP preparados pelo método REV
Concentracéo de

Concentragao . o indice de Teor de
o Diadmetro médio o CDDP
inicial de CDDP polidispersao encapsulacao
(nm) encapsulada
(mg/mL)? (IP) (%)
(mg/mL)
2,00 133,3+125 0,08 £ 0,03 0,32 £0,04 19,6 £ 3,0
1,00 126,8 £ 11,1 0,07 £ 0,03 0,25 +0,02° 30,9+£0,7
0,50 130,3£6,8 0,06 £ 0,04 0,18 +0,04°° 40,6 £5,9
0,25 129,7 +7,2 0,07 0,04 0,03 +0,01%%" 141+2,3
O éter etilico foi utilizado como solvente organico. Os valores sdo expressos como a média + desvio padrio
(n=3).

® indica que ndo ha diferenca significativa em relacéo a concentracéo inicial de CDDP 2,0 mg/mL (p>0,05).
indica uma diferenca significativa em relacéo a concentracgéo inicial de CDDP 2,0 mg/mL (p<0,05).

indica uma diferenca significativa em relacéo a concentracdo inicial de CDDP 1,0 mg/mL (p<0,05).

indica que ndo h& uma diferenca significativa em relacdo a concentracéo inicial de CDDP 1,0 mg/mL (p>0,05).
indica uma diferenca significativa em relacdo a concentracéo inicial de CDDP 0,5 mg/mL (p<0,05).

;
f

Para atingir um alto rendimento de encapsulacdo do farmaco, foi utilizado o método de
REV, reconhecidamente usado para a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos (WAGNER;
VORAUER-UHL, 2011). Visando a administracdo IV, a encapsulacdo é ainda mais
desafiadora, devido ao diametro reduzido requerido para estas formulacdes (em torno de 100
nm). O pequeno volume aquoso interno destes lipossomas exige uma encapsulagdo mais
eficiente para que a concentragdo do farmaco dentro destes atinja niveis terapéuticos no sitio
de acdo (BARENHOLZ, 2003).

A maior concentracdo de farmaco encapsulado foi obtido a partir da solu¢cdo de CDDP
2,0 mg/mL (Tabela 6). Entretanto, a quantidade de CDDP livre a ser recuperada apés a etapa
de purificacdo é elevada (aproximadamente 1,68 mg/mL). A utilizacdo de solu¢des de CDDP
com concentragOes iniciais iguais a 1,0 e 0,5 mg/mL resultaram em SpHL-CDDP com
quantidades de CDDP encapsulada similares a formulagdo com concentracdo inicial de CDDP

2,0 mg/mL. Portanto, estes resultados indicam que uma melhor eficiéncia na producao de

93



SpHL-CDDP pode ser atingida utilizando uma concentracdo inicial de CDDP de 0,5 mg/mL,
ja que a quantidade de CDDP ndo encapsulada (livre) é menor quando comparada a
concentracdo inicial de CDDP de 1,0 mg/mL. Isto resulta em uma menor quantidade de
CDDP livre, a ser recuperada apés a etapa de purificacdo do processo de producdo. A
utilizacdo de uma solucdo de CDDP de 0,25 mg/mL, surpreendentemente, resultou em uma

quantidade de farmaco encapsulado bem abaixo das concentra¢fes anteriormente testadas.

3.2.3 Producéo de SpHL e SpHL-CDDP pelo método REV, em pequena escala (método

1), com variagéo do solvente da formulagéo

3.2.3.1 Efeito dos solventes sobre o diametro e indice de polidispersdo das vesiculas de
SpHL

Os SpHL, produzidos segundo método REV n°1, utilizando como solvente a mistura
acetato de etila:etanol, nas proporgdes 1:1 e 2:1 (v/v), apresentaram diametro médio e indice
de polidispersdao semelhantes aos SpHL produzidos utilizando o éter etilico na formulacéo
(Tabela 6).

Tabela 6 — Caracterizacdo fisico-quimica de SpHL obtidos com uso de diferentes
solventes organicos

_ Didmetro indice de
Solvente orgénico ) o _
médio (nm) polidisperséo (i.p.)
Eter etilico 131,1+19,40 0,15+0,03
Acetato de etila:etanol 1:1 (v/v) 132,9 + 16,44 0,17 + 0,03
Acetato de etila:etanol 2:1 (v/v) 148,8 + 6,22 0,10+ 0,01

* Os valores séo expressos como média + d.p. (n = 2).

3.2.3.2 Efeito dos solventes sobre as caracteristicas fisico-quimicas de SpHL-CDDP

A possibilidade da substituicdo do éter etilico na formulagdo de SpHL-CDDP
produzida pelo método REV (REV SpHL-CDDP) foi estudada. A escolha das duas misturas
de solventes, acetato de etila:etanol 1:1 e 2:1 (v/v), foi baseada nos resultados preliminares,
descritos no item 3.2.1. Estes solventes foram escolhidos devido a biocompatibilidade,
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capacidade de solubilizacdo dos lipides e capacidade de formacdo de lipossomas por este
método.

REV SpHL-CDDP, preparados com acetato de etila:etanol 1:1 (v/v) ou acetato de
etila:etanol 2:1 (v/v), resultaram em dispersfes lipossomais com didametro médio maior do
que REV SpHL-CDDP, preparados com éter etilico. Entretanto, todas as formulacGes
apresentaram indices de polidispersdo semelhantes (Tabela 7). Em relacdo ao teor de
encapsulacdo de SpHL-CDDP, preparados com uma concentracdo inicial de CDDP 0,5
mg/mL, houve uma reducdo do teor das formulacbes preparadas com as misturas solventes
acetato de etila:etanol (1:1 e 2:1, v/v) quando comparadas a REV SpHL-CDDP, preparadas
com éter etilico (Tabela 7). Esta reducdo pode ser devido a um fendbmeno interfacial que
permite a formacdo de uma maior area superficial quando da utilizacdo de éter etilico em
compara¢do com as misturas acetato de etila:etanol. Esta hipdtese pode ser apoiada pelo
didmetro mais elevado das vesiculas nas formulaces de SpHL-CDDP em que as misturas

acetato de etila:etanol foram utilizadas.

Tabela 7 - Caracterizacao fisico-quimica de SpHL-CDDP obtidos com uso de diferentes
solventes organicos

Concentracao ) indice Concentracéo
o Diametro Teor de
Solvente inicial o de de CDDP }
. médio o y encapsulagéo
organico* de CDDP polidispersdo  encapsulada
(nm) (%)
(mg/mL) (1P) (mg/mL)

Eter etilico 0,50 1276 +£6,9 0,08 £0,00 0,18 £ 0,04 40,6 £5,9
Acetato de
etila:etanol 0,50 1509 +8,8° 0,11 +0,02 0,05+0,01 11,0+2,7°

(1:1 viv)
Acetato de
etila:etanol 0,50 153,3+5,0° 0,10+0,05 0,05+0,01 13,6 +2,9°

(2:1viv)

* Os valores sdo expressos como média + d.p. (n = 3).
% indica uma diferenca significativa em relagdo a formulagdo de SpHL-CDDP com éter etilico (p < 0,05).

Além disso, as constantes diclétricas (€) dos solventes utilizados sdo iguais a € éter
etilico: 4,3; € acetato de etila: 6,2, € etanol: 24,6 e € dgua: 80,4. Diante desses valores, uma
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outra possivel explicacdo € a particdo entre CDDP e as misturas acetato de etila:etanol, ja que
a Eacetato de etilaetanol € Maior do que Eger etilico, € deste modo, 0 uso das misturas solventes
favorecem a solubilizacdo do farmaco. Portanto, uma concentracdo menor de CDDP poderia

estar disponivel para ser encapsulada no compartimento aquoso dos lipossomas.

3.2.4 Escalonamento da producéo de SpHL-CDDP pelo método REV (método 2)

O escalonamento da producéo de SpHL-CDDP foi realizado pela variacdo do volume
do lote de SpHL-CDDP, cujo volume é igual a 2 mL em escala laboratorial (método REV
n°l) para os volumes de 50 mL e 120 mL, produzidos segundo o método REV n°2. Para a
homogeneizacdo sob alta presséo, o lote de 50 mL de SpHL-CDDP foi diluido com solucéo
de NaCl 0,9 % (p/v) até um volume final de 110 mL a fim de cumprir o volume minimo

necessario a utilizacdo do equipamento.

Tabela 8 - Caracterizacdo de SpHL-CDDP produzidos pelo método REV em escala
piloto (método 2) com alteracéo do volume do lote

Amostra L Distribuicdo do diametro médio das vesiculas (%)
Diémetro
SpHL- I.P.
(nm) <100 <200 200-500 > 500
CDDP*
Total 364,8+385" 062+0,0% 42+01% 236+62% 416+18% 347+80°
40,4 +£0,1 83,8+4)9 15949

3ciclosHAP 113059 0,28+0,0 3+0,0

b,c,d b,cd b,cd !

6 ciclosHAP 96,079 023+0,0 548+01 946=+0,1 52+00 0,0+0,0
9ciclosHAP  94,7+33 023+0,0 548+03 947+0,1 52+0,1 0,0+0,0
Ultrafiltrado 94,6 + 3,3 024+00 549+03 94,7+0,1 52+0,1 0,0+0,0

* SpHL-CDDP produzidos com éter etilico e concentracdo inicial de CDDP 0,5 mg/mL. O volume do lote foi
igual a 120 mL. HAP significa Homogeneizacdo sob alta pressdo. SpHL-CDDP total corresponde a formulagéo
antes do processo de HAP e ultrafiltragdo. SpHL-CDDP ultrafiltrado corresponde a formulacéo final
homogeneizada e purificada por ultrafiltracéo.

# Indica diferenca estatistica significante em relacio as demais amostras de SpHL-CDDP (p<0,05).

® Indica diferenca estatistica significante em relacéo ao SpHL-CDDP apés 6 ciclos de HAP (p<0,05).

¢ Indica diferenca estatistica significante em relagdo ao SpHL-CDDP apds 9 ciclos de HAP (p<0,05).

¢ Indica diferenca estatistica significante em relacio ao SpHL-CDDP ultrafiltrado (p<0,05).

Na comparagdo do produto final de SpHL-CDDP (homogeneizado por 9 ciclos no
HAP a 500 bar e purificado por ultrafiltracdo) dos lotes de 50 mL e 120 mL, verificou-se que
ndo houve diferenca no didmetro das vesiculas, homogeneidade e teor de encapsulacdo. Além
disto, SpHL-CDDP purificados ap6s 3 e 6 ciclos de HAP (lote de 50 mL) mantiveram o
mesmo teor de encapsulacdo que a formulacdo purificada submetida a 9 ciclos de HAP.
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Portanto, ndo houve perda do material encapsulado durante o processo de HAP da formulacéo
diluida.

A diferenca entre o diametro médio e indice de polidisperséo entre SpHL-CDDP total
(apds formacdo das vesiculas lipossomais no rotavapor) e as demais amostras de SpHL-
CDDP submetidas a homogeneizagdo sob 500 bar demonstra que o processo de HAP é eficaz
na reducdo do didmetro das vesiculas bem como na calibragcdo do sistema, resultando em um
produto monodisperso com diametro médio em torno de 100 nm. Ao compararmos a
populacdo das vesiculas com diametro inferior a 500 nm, vimos que o0 processamento por 6
ciclos no HAP é suficiente para a completa reducdo do didmetro das vesiculas e sua

calibracdo (Tabela 8).

3.2.5 Producdo de SpHL-CDDP pelo método REV em escala piloto (método 2) com

alteracgéo dos solventes e da concentragdo do farmaco

Tabela 9 - Caracterizacdo de SpHL-CDDP produzidos pelo método REV n°2 com
alteracdo do solvente

Distribuicéo do diametro Concentragio

Diametro indice de q Teor de
Solvente i i i as de CDDP e
médio olidispersio ] encapsulagéo
organico* P _ P vesiculas (%) encapsulada Petias
(nm) (i.p.) (%)

<200 nm > 500 nm (mg/mL)

Eter etilico 94,6 +£3,3 0,24 £ 0,03 94,7+0,1 0,0+0,0 0,12 +0,04 30,2 +10,2

Acetato de

etila: etanol ~ 175,7 £25,6° 0,32 +0,07 422+77% 2121 0,02 £0,02° 38+1.2°
1:1 (vIv)

* O/s vlfllores sd0 expressos como a média + desvio padrdo (n = 3). A concentracdo inicial de CDDP foi de 0,5

mg/mL.

# indica uma diferenca significativa em relacdo a formulagio de SpHL-CDDP com éter etilico (p < 0,05).

Apesar do baixo teor de CDDP encapsulado pela formulacdo utilizando a mistura
acetato de etila:etanol 1:1 (v/v), a eficiéncia deste solvente foi estudada na producdo de
SpHL-CDDP em escala piloto (método REV n°2). O aumento na escala de producdo em um
fator de 25 e o uso do HAP na calibracdo do didmetro das vesiculas conduziram a uma
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reducdo da quantidade de CDDP encapsulada e do didametro das vesiculas na formulagdo em
que o éter etilico foi usado como fase orgénica (Tabela 9).

Uma reducdo mais pronunciada no teor de encapsulacdo foi observado quando a
mistura acetato de etila:etanol 1:1 (v/v), foi usada como solvente organico, comparando as
producdes na escala laboratorial (Tabela 7) e na escala piloto (Tabela 9). Na producéo piloto,
SpHL-CDDP produzidos com éter etilico resultaram em dispersdes homogéneas, com
aproximadamente 95 % das vesiculas com didmetro inferior a 200 nm (Tabela 9). Portanto, a
producdo de SpHL-CDDP em uma escala piloto formou uma dispersdo lipossomal de
didmetro médio homogéneo e adequado a administracdo 1V. Logo, pode ser considerado um

processo aplicavel a producédo de lipossomas.

3.3 Preparacao de lipossomas pelo método de DRV

SpHL-CDDP, produzidos segundo o método DRV (DRV SpHL-CDDP) e utilizando
solucBes de CDDP de 0,5 ou 1,0 mg/mL, apresentaram vesiculas com didmetro em torno de
500 nm, e uma distribuicdo de diametro heterogénea (i.p. > 0,25) (Tabela 10). O aumento da
concentracdo inicial de CDDP de 0,5 mg/mL para 1,0 mg/mL levou ao aumento da
concentracdo de CDDP encapsulada. Entretanto, os teores de encapsulacdo em ambas as
concentragdes utilizadas foram semelhantes. Logo, a quantidade de CDDP né&o encapsulada
em DRV SpHL-CDDP 1,0 mg/mL foi maior, gerando uma maior quantidade de CDDP a ser
recuperada apds a etapa de purificacdo. Convém destacar que SpHL-CDDP preparados pelos
métodos REV e DRV resultaram em igual teor de encapsula¢do, quando utilizada a
concentragédo de inicial de CDDP 0,5 mg/mL (Tabelas 5 e 10).

O método de DRV, como o método REV, também é um método utilizado para
aumentar o volume encapsulado na fase aquosa interna lipossomal e assim, aumentar a razao
droga/lipide (BARENHOLZ, 2003). Entretanto, por este método, SpHL-CDDP formados nédo
foram capazes de encapsular todo o farmaco disponivel, o que leva a necessidade de uma
nova etapa de purificagdo dos lipossomas antes da utilizagdo, dificultando a praticidade de seu

uso na clinica.
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Tabela 10 - Caracterizacdo de SpHL-CDDP obtida pelo método DRV

Concentracdo . Concentracéo
o ) Indice de Teor de
inicial de Diametro o de CDDP
Amostra* o polidispersao encapsulacao
CDDP médio (nm) (ip) encapsulada %)
i.p. 0
(mg/mL) P (mg/mL)
SpHL 1244 +12,2 0,04 £0,03
Apos liofilizagéo/reidratacdo
SpHL-CDDP 0,5 502,2+1656 063+032 0,17+0,06 3584+11,20
SpHL-CDDP 1,0 5059+1029 037+£0,04 0,32+£0,03 3510%3,71

* Os valores sdo expressos como a média + desvio padrdo (n = 3). As amostras foram liofilizadas com trealose
(razéo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p).

SpHL-CDDP REV é um produto purificado e disponibilizado para uso imediato. Tem
sido demonstrado que lipossomas podem atingir diferentes tumores devido a sua propriedade
de circulacdo por um tempo prolongado e devido ao tamanho reduzido (< 500 nm) que
permite o extravasamento em tecidos com permeabilidade vascular aumentada, condigdo
frequentemente presente no caso de tumores (YUAN et al., 1995; FERRARI, 2005). Porém,
SpHL-CDDP DRV, ap6s a reconstituicdo do liofilo, forma vesiculas grandes com uma
elevada quantidade de CDDP ndo encapsulada. O didametro resultante ap6s a etapa de
liofilizacdo/reconstituicdo das vesiculas esta proximo ou acima de 500 nm (Tabela 10) e
heterodispersos, 0 que esta fora dos limites almejados para uma formulacdo antitumoral
intravenosa. Para tanto, seria necessaria a inclusdo de uma nova etapa de calibracdo das
vesiculas. A presenca da trealose, nas fases aquosas interna e externa dos lipossomas, nao foi

capaz de manter o didmetro das vesiculas apds o processo de liofilizacao/reidratacéo.

99



CAPITULO 2

Desenvolvimento do programa de liofilizacao
de lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada

contendo cisplatina



INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O desafio da utilizacdo de lipossomas como um produto comercial é sua relativa
instabilidade em dispersGes aquosas. Estes podem sofrer degradacdo quimica e fisica,
eventualmente resultando em reduzida eficacia devido ao decréscimo de qualidade da
formulacéo, e em alguns casos, pela formacdo de produtos de degradacéo que levam a efeitos
indesejaveis. Para contornar os fendmenos de instabilidade em meio aquoso, a liofilizacdo é o
processo mais utilizado para a obtencdo do produto na forma seca, e desta forma aumentar o
tempo de armazenamento destas formulagdes.

Para melhorar a produgdo comercial e assegurar a qualidade dos medicamentos
lipossomais de alto custo, os parametros criticos do processo de liofilizagdo devem ser
otimizados. A otimizacdo de um ciclo de liofilizagdo significa a reducdo da duracdo do ciclo.
Apesar de a liofilizacdo aumentar o tempo de prateleira dos produtos lipossomais, 0s estresses
impostos durante as etapas do processo podem levar a ruptura da estrutura das vesiculas.
Sendo assim, para promover a estabilidade fisica durante o processo de liofilizacdo, agentes
crioprotetores, como os agucares, tém sido utilizados.

Neste capitulo estdo relatadas a caracterizacdo dos lipossomas e a determinacgdo de
temperaturas criticas para fins de definicdo de um programa de liofilizacdo adequado para
SpHL-CDDP. Esta parte da tese foi realizada em colaboragdo cientifica com o Prof. Dr.
Ronaldo Nogueira de Moraes Pitombo e a Dra. Camila Figueiredo Borgognoni, no
Laboratorio de Fisica Industrial, do Departamento de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.

102



MATERIAL E METODOS



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para a producao de SpHL, SpHL sem PEG e SpHL-CDDP, em
escala laboratorial (método 1) e em escala piloto (método 2) do método REV foram os
mesmos descritos no Capitulo 1.

A sacarose, a trealose dihidratada e a glicose foram adquiridos da Vetec Quimica Fina
Ltda. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-B-CD) € da marca
Cerestar (Hammond, IN, EUA).

2.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a producdo em escala laboratorial (método 1) e em
escala piloto (método 2) do método REV, bem como aqueles utilizados para a caracterizacdo
do didmetro, potencial zeta e teor de encapsulacdo sdo os mesmos descritos no Capitulo 1.

As temperaturas de colapso foram determinadas no microscépio 6ptico acoplado ao
liofilizador LYOSTAT Cryostage (FDCS 196) equipado com camara de liofilizacdo (FDCS
196), sistema de refrigeracdo com nitrogénio liquido (LNP94/2) e sistema de controle de
temperatura (TMS 94), da Linkam Scientific Instruments (Surrey, Reino Unido) e com
bomba de vacuo Edwards E2M1.5 (Inglaterra). O sistema de liofilizag&o € integrado com um
microscopio polarizado Nikon Elipse E600 (Nikon, Japdo) e camera digital (Imasys,
Suresnes, Franca).

O programa de liofilizacdo foi desenvolvido no Liofilizador Microprocessado FTS
Systems, Modelo TDS-00209-A, dotado de central de controle, bomba de vacuo, extrator de
amostras, analisador do ponto de orvalho e sistema de fechamento de amostras (Nova lorque,
EUA), controlado pelo programa Liphoware.

A umidade residual das amostras liofilizadas foi obtida no analisador de umidade
Vapor PRO Rx Computrac, Arizona Instrument (Chandler, Arizona, EUA).

Os lipossomas foram analisados em um microscopio eletrénico de transmissdo (MET)
Philips CM 120 (Worcester, Massachusetts, EUA). A microscopia eletronica de varredura

(MEV) foi realizada em um microscopio eletronico de emissdo de campo de catodo frio
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(field-emission gun scanning electron microscopy - FEG-SEM), da marca JEOL JSM-7401F
(Téquio, Japdo).

2.2 Métodos

2.2.1 Preparacéo de lipossomas para o estudo de congelamento-descongelamento e da

liofilizacéo

A preparacgdo dos lipossomas (SpHL, SpHL sem PEG e SpHL-CDDP) foi realizada
segundo método REV (SZOKA; PAPAHADJOPOULOS, 1978). Apobs a etapa de formacao
das vesiculas lipidicas, a producdo foi efetuada por dois métodos distintos, que foram
denominados como Método 1, a producdo de lipossomas em pequena escala; e Método 2, a

producdo em escala piloto, conforme descrito no Capitulo 1.

2.2.1.1 Producdo de lipossomas pelo método REV em escala piloto (método 2) com

alteracdo na composicao lipidica

A fim de se avaliar o efeito protetor do DSPE-mPEG,y durante a etapa de
congelamento de lipossomas brancos, foram produzidos SpHL sem o fosfolipide DSPE-
MPEG2000 (SpHL sem PEG). Estes lipossomas foram produzidos em escala piloto (método 2),

na concentracao lipidica de 40 mM, na propor¢éo molar DOPE:CHEMS 6:4.

2.2.2 Utilizagao de substancias crioprotetoras

A sacarose, trealose, HP-B-CD e glicose foram testadas quanto & sua capacidade
crioprotetora e lioprotetora quando adicionadas as formulacGes lipossomais. A influéncia da
presenca destas substancias, utilizadas separadamente nas formulagdes, sobre o teor de
encapsulagdo, didmetro das vesiculas e potencial zeta, apds o0s processos de
congelamento/descongelamento e o processo de liofilizagdo foram avaliadas.

A concentracdo escolhida para os testes baseou-se na relacdo peso/peso (p/p) entre 0s
crioprotetores e os fosfolipides presentes na formulagdo, na relagdo 2:1. As solugdes de

crioprotetores eram isoténicas em relacdo a solugédo encapsulada.
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A solucéo de NaCl 0,9 % (p/v) foi utilizada como fase aquosa em SpHL, e solvente da
CDDP em SpHL-CDDP. Quando da utilizagdo de um aglUcar na fase aquosa externa
lipossomal, a massa de NaCl foi ajustada de modo a se manter a isotonicidade do sistema.

A massa de crioprotetor e de NaCl, usado como isotonizante, foram pesados em
balanca analitica e dissolvidos na fase aquosa externa dos lipossomas (SpHL ou SpHL-
CDDP). A solucdo de glicose 5 % (p/v) é uma solucdo isotdnica e a esta ndo foi adicionado
NaCl (Quadro 3).

Quadro 3 - Relacdo das solugdes de crioprotetores empregados no preparo dos

lipossomas

Carboidrato Trealose Sacarose HP-B-CD Glicose
Isotonizante 5% 5% 5% 5%
NaCl (%) 0,45 0,45 0,80

2.2.3. Estudo da etapa de congelamento

2.2.3.1 Estudo de congelamento-descongelamento

Os lipossomas (SpHL, SpHL sem PEG e SpHL-CDDP) foram congelados através do
resfriamento rapido (imersdo em nitrogénio liquido) ou lento, por resfriamento gradual em um

liofilizador piloto, modelo SMH45, Usifroid (Maurepas, Franca).

2.2.3.1.1 Congelamento rapido

Amostras de 1,0 mL de lipossomas (SpHL, SpHL sem PEG e SpHL-CDDP),
produzidos segundo método REV nCl, acrescidos de um dos seguintes crioprotetores
(sacarose, trealose, HP-B-CD ou glicose; razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p) ou na
auséncia de substancia crioprotetora foram submetidos ao congelamento rapido pela imersao
em nitrogénio liquido, por 5 minutos ou em freezer a -80°C, por 15 minutos. As amostras
foram descongeladas em temperatura ambiente. Todas as amostras foram caracterizadas
quanto ao diametro das vesiculas, antes e apos a etapa de congelamento, conforme descrito no

item 2.3.1 do capitulo 1.
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Ainda, SpHL-CDDP, ap6s o descongelamento, foram homogeneizados e
ultracentrifugados. O sobrenadante foi dosado por espectroscopia de absorcdo atbmica em
forno de grafite para determinar o teor de CDDP liberado apos a etapa de congelamento,

conforme descrito no item 2.3.2.2 do capitulo 1.

2.2.3.1.2 Congelamento lento

Amostras de 1,0 mL de lipossomas (SpHL e SpHL sem PEG), produzidos segundo
método REV n°2, acrescidos de um dos seguintes crioprotetores (sacarose, trealose, HP-B-CD
ou glicose; razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p) ou na auséncia de substancia crioprotetora

foram submetidos ao congelamento lento, sob uma das 4 condigdes listadas a seguir:

0,5 °C/minuto até -20 °C
0,5 °C/minuto até -40 °C
1,0 °C/minuto até -20 °C
1,0 °C/minuto até -40 °C

o o T o

Em seguida, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente para
descongelamento. Os lipossomas foram caracterizados quanto ao diametro das vesiculas,

antes e apos a etapa de congelamento, conforme descrito no item 2.3.1 do capitulo 1.

2.2.4 Determinacao da temperatura de colapso

SpHL, produzidos segundo método REV n°2, na auséncia ou contendo 0s
crioprotetores sacarose, trealose, HP-B-CD ou glicose, na razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1
(p/p), foram submetidos & microscopia Optica acoplada a liofilizacdo, no equipamento Lyostat
(Figura 23).

Uma gota de 2 pL foi colocada entre uma lamina de quartzo (inferior) e uma lamina de
vidro (superior) no centro da camara de liofilizacdo. Adicionalmente, um espacador de metal
(70 um de espessura) foi colocado entre as duas laminas para garantir uma espessura

constante da amostra.
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Figura 23 - Microscopio optico acoplado ao liofilizador (A). Detalhe da objetiva do microscopio
Optico e da camara de liofilizagéo (B).

A temperatura de colapso de cada amostra foi determinada da seguinte maneira: uma
area que permite a visualizacdo de parte da borda da gota foi ajustada para ser observada.
Inicialmente, a amostra foi resfriada em uma razdo de 10°C/minuto para atingir uma
temperatura igual a -70°C. Depois de mantida a -70°C por 5 minutos, a amostra foi entdo
aquecida em uma rampa de 2°C/minuto até atingir a temperatura de 25°C e seca sob pressao
reduzida (150 mTorr). A interface de sublimacdo foi monitorada até que ocorresse o
fendmeno do colapso.

O processo de liofilizacdo foi monitorado em tempo real sob um campo de luz
polarizada usando uma objetiva de 10x. Imagens digitais da amostra foram capturadas. A
temperatura de colapso de cada amostra foi determinada durante a revisdo de cada imagem
capturada para analise do momento exato da perda de estrutura da amostra, com o programa
LinkSys32 (programa de controle de temperatura e captura do video).

Na etapa de congelamento foi observada a temperatura de nucleagdo ou temperatura
de cristalizacdo da agua contida na amostra lipossomal, pela observacdo da primeira imagem
de uma estrutura congelada da amostra.

O primeiro defeito estrutural ou escarificagdo da amostra (presenca de fissuras ou
buracos) dentro da fronte de sublimacdo indicou o ponto de colapso. Finalmente, a
temperatura de colapso foi determinada como a temperatura imediatamente antes da

modificacdo estrutural.
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2.2.5 Liofilizagdo dos lipossomas

2.2.5.1 Liofilizacéo de SpHL

Amostras de 1 mL de lipossomas brancos (SpHL), produzidos segundo método REV
n°2, contidos em frascos de vidro, na auséncia ou contendo 0s crioprotetores sacarose,
trealose, glicose ou HP-B-CD, na razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p) foram liofilizados
segundo o protocolo: 1) congelamento a -50°C ; 2) secagem primaria a -35°C e 100 mTorr;

3) secagem secundéria a 25°C e 100 mTorr (Figura 24).

Figura 24 — Liofilizador microprocessado FTS Systems.

Depois de atingida a temperatura de -50°C, as amostras foram mantidas nesta
temperatura por 60 minutos. A razdo de congelamento foi de 1,0°C/minuto. A duracdo das
etapas de secagem foi determinada pelo intervalo de tempo até que fosse atingida a
temperatura de orvalho (Dew point) igual a -80°C na camara de liofilizacdo. A liofilizacao de
todas as amostras foi realizada sob as mesmas condi¢Ges quanto a temperatura do produto e
pressao da cdmara. Ao final do processo, os frascos foram recravados sob pressdo reduzida.

As dispersdes lipossomais submetidas ao congelamento rapido foram liofilizadas sob
as mesmas condicdes descritas para o congelamento lento, com distin¢cdo somente na primeira
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etapa do ciclo. As amostras foram congeladas por imersdo em nitrogénio liquido por 5
minutos. A placa do liofilizador foi pré-resfriada até -50°C. Quando o produto atingiu
aproximadamente -50°C, o equipamento foi acionado para o préximo passo da liofilizacédo
(secagem primaria).

A medicdo da temperatura do produto durante a liofilizacdo foi feita através da
insercdo de termopares no material. Quando a liofilizacdo é feita em frascos ou em prateleiras,
0s termopares sdo inseridos no fundo do recipiente para registrar a temperatura do produto na

secagem primaria, quando todo o gelo for sublimado (Figura 25).

Figura 25 — Fotografia ilustrativa do termopar inserido no produto.

2.2.5.2 Liofilizacdo de SpHL-CDDP

Amostras de 1 mL de SpHL-CDDP, produzidos segundo método REV n°2, contidos
em frascos de vidro, contendo trealose, na razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p) foram
liofilizados segundo o protocolo: 1) congelamento a -50°C ; 2) secagem priméria a -35°C e
100 mTorr; secagem secundaria a 25°C e 100 mTorr.

Depois de atingida a temperatura de -50°C, as amostras foram mantidas nesta
temperatura por 60 minutos. A razdo de congelamento foi de 1,0°C/minuto. A duracdo das
etapas de secagem foi determinada pelo intervalo de tempo até que fosse atingida a
temperatura de orvalho igual a -80°C na camara de liofilizacdo. Ao final do processo, os

frascos foram recravados sob pressao reduzida.
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2.2.6 Determinacdo da absor¢do de umidade em SpHL-CDDP ap6s armazenamento em
diferentes condicdes de umidade

Amostras de 10 mL de SpHL-CDDP, contendo trealose na razao
crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p) foram submetidos a liofilizagdo, conforme protocolo descrito
no item 2.2.5.2. Cada amostra de liéfilo formado continha aproximadamente 50 mg de po.
Cinco amostras de liofilo de SpHL-CDDP foram armazenadas em dessecadores herméticos
contendo no fundo do recipiente diferentes solucdes salinas saturadas, as quais produzem
umidade relativa de ar propria de cada sal em uma determinada temperatura. Os dessecadores
contendo as amostras foram mantidos a 25°C, sob vécuo, dentro de uma incubadora tipo
B.O.D. (demanda bioguimica de oxigénio). As umidades relativas testadas estdo descritas no
Quadro 4. As amostras foram pesadas em intervalos de 24 horas até atingirem peso constante.

Desta forma, foi determinada a umidade de equilibrio das amostras.

Quadro 4 - Umidade relativa de equilibrio de solug¢des salinas saturadas a 25°C

Solucdo saturada Umidade relativa
de sal (%)
Hidroxido de potassio 8,00
Cloreto de magnésio 32,50
Brometo de sddio 55,00
Cloreto de sddio 75,10
Cloreto de bario 90,00

Fonte: HONG et al., 2005.

2.2.7. Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas

2.2.7.1 Determinacéo do diametro e do potencial zeta das vesiculas

A andlise do diametro das particulas foi efetuada por meio de espectroscopia de
correlacdo de fotons utilizando-se o equipamento Zetasizer 3000 HSA (Malvern, Inglaterra).
Para a realizacdo das medidas foram utilizados 30 pL de lipossomas diluidos em 3 mL de
solucdo de NaCl 0,9 % (p/v), até que se obtivesse a contagem adequada de particulas. As
medidas foram efetuadas a temperatura de 25°C e a um angulo de 90°. Os resultados séo
apresentados como a média de dez medidas.
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O potencial zeta foi determinado por espalhamento dindmico da luz e andlise da
mobilidade eletroforética das vesiculas. As medidas foram feitas em triplicata em aliquotas
diluidas 250 vezes, empregando-se 0 equipamento Zetasizer 3000 HSA (Malvern, Inglaterra),

a temperatura de 25°C e a um angulo de 90°.
2.2.7.2 Determinacao do teor de encapsulacdo da CDDP em SpHL-CDDP

A determinacdo da porcentagem de CDDP encapsulada foi realizada por GF-AAS,
conforme descrito no item 3.1 do Capitulo 1.

O teor de encapsulacdo (TE) da CDDP em SpHL-CDDP foi calculado mediante a
determinacédo da porcentagem da concentracdo de CDDP presente nos lipossomas purificados
(Lip Purificado) e a concentracdo de CDDP presente nos lipossomas antes da purificacao (Lip

Total), como indicado na equagao discriminada abaixo:

[CDDP]Lip Purificado * 100

[CDDP]Lip Total

2.2.7.3 Analise qualitativa macroscopica dos lipossomas liofilizados

Os lipossomas liofilizados foram visualmente observados para detectar quaisquer
craqueamento ou colapso da formulagao apos o processo de liofilizagdo. Imagens da estrutura
macroscopica (em frascos de vidro) dos produtos liofilizados colapsados ou ndo colapsados

foram registradas.

2.2.7.4 Determinagéo da umidade residual dos lipossomas liofilizados

A analise de umidade residual dos lipossomas liofilizados (SpHL e SpHL-CDDP) foi
feita no equipamento Vapor PRO. Este equipamento aquece uma amostra contida em um
frasco até a temperatura de 100°C. A umidade contida na amostra € arrastada por uma
corrente de gas nitrogénio ultrapuro seco, e a sua percentagem € determinada mediante a
deteccdo por um sensor de umidade, o qual registra o sinal de variagdo da umidade. Uma
massa de aproximadamente 0,1000 g foi exatamente pesada em frascos proprios do
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equipamento e submetidos a analise. Os dados obtidos sdo apresentados em teor de umidade

percentual.

2.2.7.5 Determinacdo do tempo de reidratacéo dos lipossomas liofilizados

Os lipossomas liofilizados foram reidratados, a temperatura ambiente, com 1 mL de
agua purificada, que € um volume similar ao que foi retirado da amostra durante a liofilizag&o.
O tempo de reidratacdo, definido como o tempo requerido para a completa disperséo do liéfilo
sob inspecdo visual direta, foi registrado. Em seguida, a dispersao lipossomal foi submetida a

agitacdo, com auxilio do vortex, por 1 minuto.

2.2.7.6 Determinacdo da retencdo da CDDP em SpHL-CDDP

Amostras de 1,0 mL de SpHL-CDDP, acrescidos de um dos seguintes crioprotetores
(sacarose, trealose, HP-B-CD ou glicose; razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p) ou na
auséncia de substancia crioprotetora foram submetidos ao congelamento/descongelamento.

Imediatamente apds o congelamento/descongelamento, as amostras foram
homogeneizadas e ultracentrifugadas a 150000 x g, a 10 °C, durante 90 minutos. Apds a
ultracentrifugacdo, o pellet foi reconstituido pela adicdo de solucdo de NaCl 0,9 % (p/v),
seguida de agitacdo sob vortex, formando os lipossomas purificados.

Os  lipossomas  foram  submetidos a  ultracentrifugacdo, apdés o
congelamento/descongelamento, visando avaliar a influéncia do congelamento sobre a
retencdo da CDDP encapsulada nos lipossomas. Os lipossomas purificados foram analisados
por GF-AAS.

Amostras de SpHL-CDDP contendo trealose e liofilizadas conforme protocolo
descrito no item 2.2.5.2, também foram submetidos a anélise do teor ap6s a reidratagdo dos
lipossomas liofilizados, imediatamente apds a reidratagdo e apds armazenamento em
diferentes condi¢bes de umidade, conforme protocolo da determinacédo da retencdo da CDDP
em SpHL-CDDP.

2.2.7.7 Analises microscopicas

2.2.7.7.1 Microscopia eletronica de transmissao
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As anélises morfologicas foram conduzidas utilizando um microscopio eletronico
(Philips CM 120, 80 Kv). Uma amostra de 100 pL de SpHL foi misturada com igual volume
de uma solucéo corante, cuja composicao estd descrita no Quadro 5. Uma gota desta mistura
foi colocada sobre o suporte, o excesso de amostra foi removido com auxilio de papel
absorvente, e foi mantida em repouso até secagem. SpHL congelados por resfriamento rapido
ou lento, contendo ou ndo substéncias crioprotetoras na formulacéo, foram analisadas por
MET.

Quadro 5 — Composicdo da solucédo para contraste utilizada na microscopia eletronica
de transmisséo

Acido fosfotingstico (PTA).......cccceeueveeeee 2,0g

FENOL...oocoieee e 0,2 mL
SACANDSE. ..veieiiiii ettt 0549
AlDUMING ..o 0549
Solucdo de NaOH 0,1 N.....ccoovvvviveirnenn qs pH 7,0-7,2
Agua destilada gsp...........c.coeererrrverenennen. 100 mL

2.2.7.7.2 Microscopia eletronica de varredura

As amostras de SpHL, liofilizados na auséncia de crioprotetor, e de SpHL-CDDP,
liofilizados com trealose, segundo protocolo descrito nos itens 2.2.5.1 e 2.25.2,
respectivamente, foram analisados em sua superficie em microscépio eletrénico de varredura,
com detector de elétrons secundarios (LEI) a 1,00 kV e aumento de 250 a 5000 vezes.

As amostras foram fixadas em suportes, com fita adesiva de cobre de dupla face e néo

sofreram recobrimento.

2.3. Andlise estatistica

Os valores médios e os desvios padrdo (d.p.) foram calculados para todos os
experimentos descritos acima. A analise estatistica foi feita através do teste t ou pela anélise
de variancia de uma via (ANOVA), seguida do teste de Tukey, usando o programa GraphPad
Prism versdo 5.0. Para todas as andlises, adotou-se o intervalo de confianga de 95 % e um
nivel de p < 0,05 foi aceito como estatisticamente significativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento de um programa de liofilizacao — Estudo da etapa de congelamento

3.1.1 Efeito do congelamento sobre o didmetro das vesiculas e indice de polidisperséo de
SpHL

3.1.1.1 Congelamento rapido de SpHL

SpHL, produzidos segundo método REV n°2, foram submetidos ao congelamento
rapido em nitrogénio liquido, por 5 minutos, e descongelados a temperatura ambiente. O
diametro das vesiculas, congeladas na presenca dos diferentes crioprotetores, ndo sofreu
alteracdo e as preparagdes mantiveram-se como dispersdes homogéneas (i.p. < 0,2) (Tabela
11). Contudo, SpHL congelados na auséncia de uma substancia crioprotetora, resultou na
formacdo de agregados e numa distribuicdo heterogénea das vesiculas (i.p. > 1,0) (dados nédo

mostrados).

Tabela 11 — Efeito do congelamento rapido sobre o diametro das vesiculas e indice de
polidisperséo de SpHL?

Amostra* Diametro Médio (nm) indice de Polidispersdo (i.p.)
Antes do congelamento
Lip-S/Criop 106,1 + 0,00 0,18 + 0,00
Apbs congelamento rapido
Lip-sacarose 103,0£0,2 0,19 £ 0,00
Lip-trealose 101,4+0,9 0,19+0,01
Lip-HP-B-CD 102,1+0,1 0,15+ 0,02
Lip-glicose 104,5+0,8 0,18 + 0,00

* Os valores sdo expressos como média = d.p. (n = 2). As denominagdes Lip-S/ Criop, Lip-Sacarose, Lip-
Trealose, Lip-HP-B-CD e Lip-glicose referem-se aos SpHL preparados na auséncia de crioprotetor, na presenca
de sacarose, de trealose, de HP-B-CD e de glicose, respectivamente. * O congelamento de SpHL foi realizado em
nitrogénio liquido, durante 5 minutos.

Quando os lipossomas brancos, produzidos segundo método REV n° 2, foram
submetidos ao congelamento em freezer a -80 °C, por 15 minutos, e descongelados a
temperatura ambiente, 0 mesmo perfil de comportamento foi observado em relacéo a variacédo
do didametro das vesiculas, tanto na presenca quanto na auséncia de substancias crioprotetoras
(Tabela 12).
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Tabela 12 — Efeito do congelamento rapido (a -80 °C) sobre o diametro das vesiculas e
indice de polidisperséo de SpHL*®

Amostra* Diametro Médio (nm) Indice de Polidispersao(i.p.)
Antes do congelamento
Lip-S/Criop 106,1+£0,0 0,18 + 0,00
Ap06s congelamento rapido
Lip-sacarose 104,7+£1,5 0,20+ 0,01
Lip-trealose 102,8 £0,7 0,19+0,01
Lip-HP-B-CD 107,4+0,9 0,14 0,02
Lip-glicose 106,9 £ 3,0 0,18 £ 0,02

* Os valores sdo expressos como média = d.p. (n = 2). As denominagdes Lip-S/ Criop, Lip-Sacarose, Lip-
Trealose, Lip-HP-B-CD e Lip-glicose referem-se aos SpHL preparados na auséncia de crioprotetor, na presenga
de sacarose, de trealose, de HP-B-CD e de glicose, respectivamente. * O congelamento de SpHL foi realizado em
freezer a -80 °C, durante 15 minutos.

3.1.1.2 Congelamento lento de SpHL
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Figura 26 - Efeito do congelamento lento e dos diferentes crioprotetores sobre o didmetro das
vesiculas e indice de polidispersédo apds o ciclo de congelamento/descongelamento. As colunas
representam o didmetro médio das vesiculas e os simbolos sobre cada coluna representam o
indice de polidispersédo de cada amostra.

Rampa de 1°C/min até -40°C
[ Rampa de 0,5°C/min até -40°C
E= Rampa de 1°C/min até -20°C
[T] Rampa de 0,5°C/min até -20°C
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SpHL submetidos ao congelamento sob condicdes controladas (0,5°C/minuto até -20'C
ou -40°C; ou 1,0°C/minuto até -20°C ou -40°C) ndo apresentaram alteracdes do diametro das
vesiculas, nas formulacdes contendo crioprotetores ou na auséncia destes (Figura 26).
PreparacGes de SpHL, que apresentaram didmetro médio de 106,1 nm, antes da submisséo ao
congelamento, mantiveram o didmetro médio entre 104,6 e 136,4 nm, apds o
congelamento/descongelamento. As preparagdes apresentaram-se monodispersas (i.p. < 0,2),
exceto a preparacao sem crioprotetores submetida a rampa de resfriamento de 1,0 °C/minuto

até -40 'C, que apresentou indice de polidispersdo igual a 0,44.

3.1.2 Efeito do congelamento sobre o diametro das vesiculas e indice de polidispersao
de SpHL sem PEG

3.1.2.1 Congelamento rapido de SpHL sem PEG

SpHL sem PEG foram preparados, segundo método REV n° 2, a fim de verificar a
contribuicdo da composicdo lipidica da formulacdo sobre a manutencdo do didmetro das
vesiculas na etapa de congelamento. As preparacfes de SpHL sem PEG, congeladas na
presenca de sacarose, trealose e glicose, mantiveram o didmetro médio das vesiculas ap6s o
congelamento rapido (-196 °C) e distribuicdo homogénea (i.p. < 0,2). O congelamento réapido,
na auséncia de uma substancia crioprotetora, resultou em aumento de 5,6 vezes no diametro
médio das vesiculas e dispersdes heterogéneas em comparacdo com a formulacdo antes do
congelamento. Em preparacfes de SpHL sem PEG, contendo HP-B-CD, as dispersoes
formaram agregados (Tabela 13).

Tabela 13 - Efeito do congelamento rapido sobre o diametro das vesiculas e indice de
polidispersédo de SpHL sem PEG?

Amostra Lip-S/PEG" Diametro Médio (nm) indice de Polidispersdo (i.p.)
Antes do congelamento
Sem crioprotetor 112,0 £ 3,8 0,19+ 0,01
Ap0s congelamento rapido

Sem crioprotetor 628,3 + 224,3 0,39 +£0,18
Com Sacarose 1499+1,0 0,20+£0,01
Com trealose 1399+04 0,19 +£0,00
Com HP-B-CD 3532,3+918,9 1,00 £ 0,00
Com glicose 129,4 + 3,0 0,21+0,01

O congelamento de SpHL sem a adicdo de DSPE-mPEGyy (SpHL sem PEG) foi realizado em
nitrogénio liquido, durante 5 minutos. ® Os valores sdo expressos como média + d.p. (n = 2).
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3.1.2.2 Congelamento lento de SpHL sem PEG

As preparacbes de SpHL sem PEG, quando congeladas até -40 °C, na razdo de
1°C/minuto apresentaram-se heterodispersas, exceto para a formulacdo de SpHL sem PEG
contendo glicose como crioprotetor. As formulagdes contendo sacarose, trealose e HP-B-CD
levaram a formacéo de vesiculas maiores do que as formulagfes sem crioprotetores, apds o

ciclo de congelamento lento/descongelamento (Tabela 14).

Tabela 14 — Efeito do congelamento lento sobre o diametro das vesiculas e indice de
polidispersédo de SpHL sem PEG?

Amostra Lip-S/PEG" Diametro Médio (nm) indice de Polidispersdo (i.p.)
Antes do congelamento
Sem crioprotetor 107,1+1,8 0,19 + 0,02
Apo6s congelamento lento

Sem crioprotetor 480,2 +£ 43,2 0,35+0,00
Com Sacarose 2886,5 + 283,6 0,56 + 0,04
Com trealose 2371,1 +436,4 0,76 + 0,35
Com HP-B-CD 1629,0 + 40,3 0,51+ 0,00
Com glicose 157,5+49,9 0,24 + 0,05

# O congelamento de SpHL sem PEG foi realizado até a temperatura de -40°C, empregando a razdo de
resfriamento de 1,0 °C/min.” Os valores s&o expressos como média + d.p. (n = 2).

3.1.3 Efeito do congelamento sobre as caracteristicas fisico-quimicas de SpHL-CDDP

3.1.3.1 Efeito do congelamento rapido sobre o didmetro das vesiculas e indice de
polidisperséo de SpHL-CDDP

Para avaliacdo do efeito da etapa de congelamento sobre a manutencdo do diametro
das vesiculas e a capacidade de retengdo da CDDP encapsulada ap0s o estresse desta etapa do
ciclo de liofilizacdo, SpHL-CDDP foram preparados, segundo método REV n° 1, utilizando
na etapa de hidratacdo do filme lipidico uma solucéo de NaCl 0,9 % (p/v) contendo cisplatina
2,0 mg/mL. Todas as preparacdes contendo uma substéncia crioprotetora foram capazes de
manter o didmetro médio das vesiculas (Tabela 15), com as mesmas caracteristicas
apresentadas pelas preparacfes antes de serem submetidas ao congelamento rapido, exceto a
preparacdo sem crioprotetores, na qual as vesiculas apresentaram o dobro do diametro médio

inicial e dispersdes heterogéneas (i.p. 0,67).
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Tabela 15 — Efeito do congelamento rapido sobre o diametro das vesiculas e indice de

polidispersdo de SpHL-CDDP?

Amostra SpHL-CDDP °

Diametro Médio (nm)

indice de Polidispersdo (i.p.)

Antes do congelamento

Sem crioprotetor 1417 £ 3,7 0,07 £ 0,03
Apbs congelamento rapido

Sem crioprotetor 269,1 + 40,6 0,67 £0,33

Com Sacarose 160,3 £ 12,6 0,07 £0,03

Com trealose 157,2£14,0 0,08 £0,01

Com HP-B-CD 150,0+ 2,9 0,07 £ 0,04

Com glicose 159,2 + 14,6 0,06 + 0,01

20 congelamento de SpHL-CDDP foi realizado em nitrogénio liquido, durante 5 minutos. ® Os valores sdo

expressos como média = d.p. (n = 2).

3.1.3.2 Efeito do congelamento rapido sobre a retencdo de CDDP em SpHL-CDDP

Em relacdo a acdo crioprotetora sobre a retencdo da CDDP encapsulada apds a etapa

de congelamento, a presenca destas substancias, na concentracdo 2:1 p/p (relacdo

fosfolipide:crioprotetor) ndo impediu a liberacdo de aproximadamente 50 % de CDDP dos

lipossomas (Tabela 16).

Tem sido demonstrado que a quantidade de agucar para prevenir o extravasamento do

material encapsulado € superior a quantidade que é capaz de evitar a fusdo dos lipossomas, o

que também foi constatado no nosso experimento, uma vez que nao foi observado alteracdo

significativa do diametro das vesiculas ap6s congelamento/descongelamento (CACELA,;

HINCHA, 2006).

Tabela 16 - Efeito do congelamento rapido sobre a retencdo da CDDP em SpHL-CDDP?

Amostra SpHL-CDDP”

[CDDP] mg/mL

Antes do congelamento

Sem crioprotetor 0,28 £ 0,01

Apbs congelamento rapido

Sem crioprotetor 0,18 £ 0,02
Com Sacarose 0,13+0,02
Com trealose 0,14 +£0,01
Com HP-B-CD 0,12 £ 0,00

Com glicose 0,14 £ 0,02

0 congelamento de SpHL-CDDP foi realizado em nitrogénio liquido, durante 5

minutos.” Os valores sio expressos como média + d.p. (n = 2).

3.2  Comparacgdo do comportamento de SpHL, SpHL sem PEG e SpHL-CDDP frente

as diferentes temperaturas e razdes de congelamento
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Resumidamente, pode-se extrair 0s seguintes resultados ap6s o estudo de

congelamento/descongelamento dos lipossomas brancos (SpHL e SpHL sem PEG) e de
SpHL-CDDP (Quadro 6).

Quadro 6 — Comparacdo do efeito do congelamento sobre o didmetro médio das
vesiculas de SpHL, SpHL sem PEG e SpHL-CDDP

Amostra Tipo de congelamento . Sem ) com
Crioprotetores™ | crioprotetores
Congelamento réapido (-196 C) +) =)
SpHL Congelamento réapido (-80 C) (+) =)
Congelamento lento =) =)
SpHL sem | Congelamento rapido (-196 C) (+) (=); HP-B-CD (+)
PEG Congelamento lento (+) (+); glicose (=)
SPHL- Congelamento rapido (-196 C) (+) (=)
CDDP

*QOs simbolos (+) e (=) representam 0 aumento e a manutencdo do didmetro médio das vesiculas,
respectivamente, em relacdo as amostras antes da etapa de congelamento.

Para SpHL.:

v

No congelamento rapido sem crioprotetores, SpHL sofreu aumento do didmetro das
vesiculas;

Os crioprotetores foram capazes de manter o diametro das vesiculas ap6s o congelamento
rapido e lento;

No congelamento lento, SpHL foi capaz de manter o didmetro das vesiculas sem a adigdo

de crioprotetores.

Para SpHL sem PEG:

v

No congelamento rédpido e lento sem crioprotetores, houve aumento do didmetro das
vesiculas.

Somente a HP-B-CD néo foi capaz de impedir o aumento do didmetro das vesiculas de
SpHL sem PEG no congelamento rapido.

Somente a glicose foi capaz de manter o didmetro das vesiculas de SpHL sem PEG no

congelamento lento.
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Para SpHL-CDDP:
v" Os crioprotetores foram capazes de proteger SpHL-CDDP no congelamento rapido.

O congelamento é uma etapa critica na liofilizacdo de nanossistemas. A generalizacdo
de que um congelamento rapido sempre leva a particulas com um boa redispersibilidade deve
ser considerada. Quando um crioprotetor esta presente, a &gua é transformada em cristais de
gelo e as particulas formam uma fase liquida crioconcentrada. O crioprotetor vitrifica em
uma temperatura especifica, e a matriz vitrea do crioprotetor protege os lipossomas do
estresse mecanico dos cristais de gelo. O congelamento rapido resulta em cristais de gelo mais
finos, que causam menor dano a bicamada lipidica e produzem uma estrutura altamente
ordenada; o crioprotetor é uniformemente distribuido, e portanto, a crioconcentracdo €
diminuida. Em contraste, o congelamento lento produz cristais de gelo maiores que sao
prejudiciais a integridade da membrana, resultando em uma estrutura desordenada e com
reduzida area superficial (LEE et al., 2009; CHEN et al., 2010).

O congelamento lento de SpHL foi capaz de manter o didametro das vesiculas. De
modo contrario, o diametro aumentou para as preparacdes de SpHL sem PEG, exceto quando
foi utilizada a glicose como crioprotetor. Pode-se supor que este comportamento diferenciado
frente ao processo de congelamento é decorrente da composicdo lipidica das duas
formulacdes citadas. A presenca de DSPE-mPEG,0 na bicamada lipidica pode conduzir a
diferentes transicdes de fase da bicamada durante o congelamento. Primeiramente, a bicamada
de SpHL, teoricamente mais rigida do que a bicamada de SpHL sem DSPE-mPEGqq, foi
capaz de suportar de modo mais eficaz o estresse mecénico durante o congelamento, o que
ndo ocorreu para as amostras de SpHL sem PEG. A presenca do DSPE-mPEGyy na
composicdo de SpHL foi efetiva na estabilidade fisica dos lipossomas e impediu a agregacéao
das vesiculas durante o congelamento lento. Stark e colaboradores (2010) sugerem que as
cadeias de polietilenoglicol contribuem no impedimento da agregagdo das vesiculas por
inibirem a formacéo de cristais de gelo na camada de hidratacdo formada pelo PEG na
superficie das vesiculas lipossomais de forma semelhante ao que ocorre na presenca de outros
compostos polihidroxilados. Armstrong e colaboradores (2002) também observaram que a
presenca de fosfolipide acoplado ao polimero de polietilenoglicol evita a interacdo entre as
particulas durante a liofilizacdo devido ao impedimento estérico gerado pelas cadeias do
polimero.

No congelamento lento, SpHL foi capaz de manter o didmetro das vesiculas sem a

adicdo de crioprotetores. O congelamento lento permite as vesiculas um maior tempo para
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escapar das deformacdes da forca mecanica e da pressdo induzida pela formacdo dos cristais
de gelo antes do crioconcentrado ser solidificado abaixo da Tg” (VAN WINDEN et al., 1997).
Entretanto, no congelamento rapido sem crioprotetores, SpHL e SpHL-CDDP sofreram
aumento do didmetro das vesiculas; enquanto que na presenca de crioprotetores o didmetro
das vesiculas foi preservado apds a etapa de congelamento rapido. Isso pode ser explicado
pois quando dispersdes de lipossomas contendo crioprotetores sdo congeladas abaixo da Tg’,
os crioprotetores formam uma matriz vitrea em torno das vesiculas protegendo-as do estresse
mecanico dos cristais de gelo e evitando a agregacdo. Porém, concentrac@es insuficientes de
crioprotetores levam a incompleta cobertura da matriz vitrea ao redor das vesiculas,
favorecendo a agregacéo.

O estado vitreo é um estado metaestavel, o qual apresenta baixa mobilidade molecular
devido a sua elevada viscosidade. A estabilidade fisica e quimica de um composto
incorporado em uma fase vitrea € determinada principalmente pela temperatura de transicdo
vitrea (Tg) (VAN WINDEN et al., 1998). Muitos acUcares tém sido usados como protetores
durante a liofilizacdo, incluindo monossacarideos, dissacarideos, polissacarideos e sacarideos
sintéticos. Dissacarideos, particularmente trealose e sacarose, sdo acumulados em uma
extensa variedade de organismos que sobrevivem ao estresse osmotico ou a severa
desidratacdo por longos periodos. Eles sdo efetivos na protecdo da integridade da membrana e
na prevencdo do extravasamento devido a sua temperatura de transicdo vitrea (Tg)
relativamente elevada (Tg da sacarose e trealose € igual a 65 °C e 107 °C, respectivamente), o
gue os torna os crioprotetores de escolha durante a liofilizacdo de lipossomas (YANG et al.,
2007; CACELA; HINCHA, 2006). Estudos de Roos (1997) demonstraram que em solugdes
aquosas crioconcentradas, a sacarose (concentracdo maxima de soluto igual a 81,7 % p/p)
apresentou uma Tg’ igual — 46 °C, enquanto que a trealose (concentracdo maxima de soluto
igual a 81,6 % p/p) apresentou Tg’ igual a — 40 °C. Os valores de Tg sdo inversamente
proporcionais ao teor de umidade da amostra, ou seja, a medida que a amostra € hidratada, os
valores da temperatura de transi¢do vitrea diminuem (CROWE et al., 1998). Logo, a a4gua
atua como um plastificante para os carboidratos e diminui a Tg. Portanto, pode-se concluir
que os crioprotetores foram capazes de proteger a membrana de SpHL e SpHL-CDDP do
estresse mecanico e osmotico da etapa de congelamento.

A glicose também & muito usada como crioprotetor, mas sua Tg relativamente baixa
(Tg da glicose € igual a 30 °C) impede uma crioprotecéo eficiente, que seja capaz de garantir a
estabilidade dos lipossomas (CHEN et al., 2010). Entretanto, pode-se sugerir que a glicose em

combinacdo com a camada de PEG, pode melhorar o efeito crioprotetor, devido a manutencéo
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do didmetro das vesiculas observado para as amostras de SpHL em todas as condi¢des de
congelamento.

Embora a manutencdo da matriz vitrea seja necessaria para a estabilizacdo dos
lipossomas no estado desidratado, isto ndo € por si so suficiente. A diminui¢cdo da Tm dos
fosfolipides desidratados também € necessaria para a manutencdo da estabilidade dos
lipossomas. A presenca de crioprotetores pode prevenir o aumento na permeabilidade da
bicamada e extravasamento do material encapsulado durante a reidratacdo (VAN WINDEN et
al., 1997). Durante a secagem das bicamadas, as moléculas de dgua que estdo entre 0s grupos
polares dos fosfolipides sdo parcialmente removidas, 0 que diminui o espagamento entre as
cabecas polares dos fosfolipides. Consequentemente, a interacdo entre as cadeias acila dos
fosfolipides torna-se mais forte e a energia necessaria para aquecer estas cadeias do estado gel
ordenado para o estado liquido cristalino desordenado aumenta. Isto reflete num acentuado
aumento da Tm no estado seco em comparacdo a Tm no estado hidratado. Este fenémeno
pode ser inibido na presenca dos crioprotetores se houver quantidade suficiente de carboidrato
[fosfolipide durante a secagem (CROWE et al., 1998)

Estudos de Crowe e colaboradores (1998) demonstraram que a glicose e o
hidroxietilamido isoladamente ndo sdo capazes de evitar o extravasamento a partir de
lipossomas de fosfatidilcolina. Entretanto, a associagdo do hidroxietilamido, que possui
elevada Tg, com a glicose, resultou na depresséo do valor da Tm dos fosfolipides desidratados
evitando a fusdo e o extravasamento do material encapsulado dos lipossomas. Portanto, o
controle do didmetro das vesiculas de SpHL sem PEG na presenca de glicose durante o
congelamento lento pode ser resultante da diminui¢do da Tm.

Em teoria, os oligossacarideos, como a HP-B-CD, podem combinar as vantagens dos
sacarideos de cadeia curta e longa, tendo uma alta Tg, e além disto, sendo flexiveis e
suficientemente pequenos para interagirem com os lipossomas. HP-B-CD apresentou
resultados similares aos dissacarideos (sacarose e trealose) e ao monossacarideo (glicose)
utilizados, como em estudos feitos por Abdelwahed e colaboradores (2006). Entretanto, na
auséncia de PEG, durante o congelamento rapido, a HP-B-CD néo foi capaz de manter o
didmetro das vesiculas, o que pode sugerir a ocorréncia de uma distribuicdo heterogénea da
HP-B-CD durante o congelamento rapido, incapacidade de formacdo da matriz vitrea na

concentracdo utilizada e/ou baixa interacdo com a bicamada de SpHL sem PEG.

3.3 Analises microscépicas de SpHL
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Figura 27 — Fotomicrografias de SpHL antes e ap6s o ciclo de congelamento/descongelamento
obtidas por microscopia eletronica de transmissédo. SpHL sem crioprotetores antes (A) e ap6s (B)
0 congelamento/descongelamento — razdo de congelamento de 0,5°C/min até -40°C; SpHL com
trealose ap6s o congelamento na razédo de congelamento de 0,5°C/min até -40°C (C) e apds o
congelamento por imersdo em nitrogénio liquido (D).

125



Figura 28 — Fotomicrografias de SpHL antes e ap6s o ciclo de congelamento/descongelamento
obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo. SpHL HP-B-CD apdés o
congelamento/descongelamento — razdo de congelamento de 0,5°C/min até -40°C (A) e apds o
congelamento por imersao em nitrogénio liquido (B); SpHL com glicose ap6s o congelamento na
razdo de congelamento de 0,5°C/min até -40°C (C) e ap6s o congelamento por imersdo em
nitrogénio liquido (D).

A fim de verificar alteragbes nos lipossomas decorrentes do ciclo de
congelamento/descongelamento, foi realizada uma investigagdo microscopica das diferentes
formulacdes pela técnica de MET. As Figuras 27 e 28 apresentam fotomicrografias das
diferentes formulacGes de SpHL produzidas pelo método REV. Antes do congelamento, foi
possivel observar a presenca de estruturas vesiculares, algumas com formato esférico e outras
com formato alongado, com uma predominancia de morfologia oligolamelar (Figura 27-A).
Apos o ciclo de congelamento/descongelamento, na formulacdo de SpHL sem crioprotetores

foram observadas uma grande quantidade de vesiculas unilamelares esféricas (Figura 27-B).
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Morfologia e lamelaridade semelhantes foram observadas nas vesiculas de SpHL com trealose
em ambas as condi¢des de congelamento, lento e rapido (Figuras 27-C e 27-D).

Quando o crioprotetor da formulacdo foi a HP-B-CD, a presenca pronunciada de
vesiculas alongadas foi identificada apos congelamento lento e rapido (Figuras 28-A e 28-B).
Estes resultados sugerem a ocorréncia de fortes interacGes interfaciais entre a HP-B-CD e as
vesiculas lipossomais. Pode-se concluir que os oligossacarideos, em comparacdo aos
dissacarideos, exercem uma maior pressdo sobre as vesiculas lipidicas e induzem as mudancas
morfologicas. Na presenca de glicose, a formacdo predominante de vesiculas esféricas
oligolamelares pode ser observada (Figuras 28-C e 28-D). Deve ser destacado que tanto na
auséncia quanto na presenca de substancias crioprotetoras, o didmetro das vesiculas
observado por MET foram menores do que aqueles obtidos por PCS. Estes resultados eram
esperados visto que a medida do raio hidrodinamico é realizada na PCS, a qual leva em
consideracdo a camada de hidratacdo que esta em volta da superficie das vesiculas
(WESSMAN et al., 2010).

3.4 Determinacdo das temperaturas criticas para o desenvolvimento do processo de

liofilizacéo

3.4.1 Determinacdo da temperatura de cristalizacdo da agua e temperatura de colapso

das formulacdes de SpHL contendo diferentes crioprotetores

SpHL, na auséncia ou contendo os crioprotetores sacarose, trealose, glicose ou HP-f-
CD, na razédo crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p), foram submetidos a microscopia oOptica
acoplada a liofilizacdo. Foram determinadas as temperaturas de cristalizacdo da d4gua e a Tc
das formulagGes contendo diferentes crioprotetores.

Para o desenvolvimento de um programa de liofilizacdo é essencial que seja
determinada a temperatura maxima a qual o produto pode ser submetido durante a secagem
priméaria. Esta temperatura maxima permitida ao produto € denominada Tc e foi determinada
por microscopia acoplada a liofilizacdo. A Tc é definida como a temperatura em que um
produto amorfo, no estado congelado, ndo € capaz de suportar sua prépria estrutura, durante a
etapa de secagem. ModificacOes estruturais podem ocorrer e estas podem ser visualizadas
como “buracos” ou “fendas”. Consequentemente, o material ndo consegue mais manter sua
consisténcia sélida. Estabilidade insuficiente, elevado contetdo de umidade residual, tempo

de reidratacdo longo, e estruturas heterogéneas da pastilha (cake) s&o resultantes de uma etapa
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inadequada de secagem primaria, que sempre deve ser conduzida em uma temperatura do
produto abaixo da Tc. A Tc é sempre dependente da composi¢do da formulacdo uma vez que
todos os componentes a influenciam (WIEBER et al., 2012).

A determinacdo da temperatura de cristalizacdo da agua (nucleacdo do gelo) serve
como parametro para os estudos de annealing (LIU, 2006), cuja aplicagcdo tem crescido no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos. Apos o resfriamento da amostra em temperaturas
muito baixas para obtencdo da sua solidificacdo, a formulacdo congelada é aquecida para
temperaturas situadas entre Tg’ e a temperatura de fusdo do gelo, e mantida por um periodo
de tempo. Nesta temperatura, a agua ndo congelada difunde através da matriz congelada e 0s
cristais de gelo irdo aumentar seu tamanho. Também podem ser criados canais devido as
conexdes entre os cristais de gelo. Como consequéncia do annealing, a secagem primaria pode
ter sua duracdo reduzida. Entretanto, o annealing ndo foi aplicado neste estudo. Apesar das
vantagens do annealing, o aumento da mobilidade molecular durante esta etapa pode causar
problemas significativos na estabilidade, como a cristalizacdo de componentes e alteracfes no
pH (LIU, 2006).

Figura 29 — Imagem descritiva das mudancas do estado fisico da amostra de SpHL submetida a
liofilizacdo: 1) Camada Congelada 2) Interface de sublimacdo 3) Camada seca (liofilizada) 4)
Movimento de sublimacéo.

A formulacdo, na forma de gota, foi visualizada num aumento de 100 vezes.
Adicionada ao porta-amostras do microscopio acoplado ao liofilizador, a formulacdo foi
resfriada até -70°C, numa raz&o de 10°C/min, a 750 Torr. As mudancas do estado fisico da

amostra apés congelamento estdo representadas na Figura 29. A camada congelada (1)
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formada foi sublimada em uma razéo de 2°C/minuto, quando a pressdo da camara foi reduzida
(150 mTorr) e iniciou-se o aquecimento da amostra até a temperatura limite de 25°C. A
interface de sublimacéo (2) segue o0 movimento (4) em direcdo ao interior da gota. A camada
seca (liofilizada) pode ser visualizada na zona representada pelo n°3 da Figura 29. A Tc ¢

determinada quando é visualizada a formacéo de fissuras durante a etapa de sublimagéo.

Figura 30 — Fotomicrografias de uma gota de SpHL na auséncia de crioprotetor. Temperaturas
(A) 25°C; (B)-21°C; (C) -27°C e (D) -30°C. Determinacao da Tc por microscopia 6ptica acoplada
a liofilizagdo. Aumento original x100.

A Figura 30 mostra a determinacdo da Tc em uma dispersao liquida de SpHL, na
auséncia de crioprotetores. As figuras A e B referem-se a etapa de resfriamento da amostra até
-70°C, a 750 Torr. As figuras C e D referem-se a etapa de secagem da amostra, durante o
aquecimento de -70°C até +25°C, a 150 mTorr. Na Figura 30-A, a disperséo lipossomal de
SpHL sem crioprotetores é visualizada a temperatura ambiente (25°C). A Figura 30-B mostra
0 momento da cristalizacdo da a&gua contida na amostra, a temperatura de -21°C. Na Figura
30-C, a faixa mais escura representa a camada liofilizada. A medida que a temperatura
aumenta, a interface de sublimacdo segue em direcdo ao interior da gota. A Figura 30-D
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mostra fissuras (pontos brancos) na camada seca. A Tc da formulacdo de SpHL sem
crioprotetores determinada foi de -27°C.

A temperatura de colapso foi determinada em todas as formulacdes de SpHL contendo
crioprotetores. Na Figura 31 esta representada a determinacdo da Tc em uma dispersdo liquida
de SpHL, contendo glicose na razao crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p). Na Figura 31-A, a gota
de SpHL contendo glicose é visualizada a temperatura ambiente (25°C). A Figura 31-B
mostra 0 momento da cristalizacdo da agua contida na amostra, a temperatura de -23°C. Na
Figura 31-C, a faixa mais escura representa a camada liofilizada. A medida que a temperatura
aumenta, a interface de sublimacdo segue em direcdo ao interior da gota. A Figura 31-D
mostra fissuras (pontos brancos) na camada seca. A Tc da formulacdo de SpHL com glicose
determinada foi de -50°C.

8|

Figura 31 - Fotomicrografias de uma gota de SpHL contendo glicose (razéo
crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p). Temperaturas (A) 25°C; (B) -23°C; (C) -50°C e (D) -47°C.
Determinacao da Tc por microscopia 6ptica acoplada a liofilizagdo. Aumento original x100.

Na Tabela 17 estdo discriminados os valores de temperatura de cristalizacéo (Tcrist) e
Tc determinados por microscopia Optica acoplada a liofilizacdo para as diferentes formulacGes

de SpHL, na auséncia ou contendo os crioprotetores.
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As temperaturas de cristalizacdo da 4gua determinadas nas formula¢es de SpHL com
ou sem crioprotetores mantiveram-se na faixa de -23°C a -21°C, valores proximos a
temperatura eutética da solucdo aquosa de NaCl que é igual a -22°C (ROOS, 1997). Este
resultado é coerente visto que a dispersdo de SpHL contém solucdo da NaCl 0,9 % (p/v) como
fase aquosa interna e externa e os carboidratos componentes da formula¢do possuem Tg’
inferiores a -30°C, visto que os valores Tc foram menores a este valor como demonstrado na
Tabela 17.

Tabela 17 — Relacdo das temperaturas criticas de SpHL para o processo de liofilizacao
Temperatura de Temperatura de

Formulacdo*

cristalizacdo (°C) colapso (°C)
Lip-S/Criop -21 -27
Lip-Sacarose -23 -43
Lip-Trealose -22 -42
Lip- HP-B-CD -21 -38
Lip-Glicose -23 -50

*As denominagdes Lip-S/Criop, Lip-Sacarose, Lip-Trealose, Lip-HP-B-CD e Lip-Glicose referem-se aos SpHL
preparados na auséncia de crioprotetor, na presenca de sacarose, de trealose, de hidroxipropil-beta-ciclodextrina
e de glicose, respectivamente, na concentracéo crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p).

Embora a Tc de SpHL sem crioprotetores seja -27°C, valor superior as Tc de SpHL
com crioprotetores e em tese, quanto maior a Tc, maior a facilidade do trabalho de
liofilizacdo, deve ser considerado que o congelamento e a secagem de lipossomas afetam
fortemente a estabilidade dos lipossomas devido ao estresse mecanico causado pela formagéo
do gelo durante o congelamento, o que pode danificar as membranas lipossomais. Além disto,
0 aumento da concentracdo dos solutos durante o congelamento e a secagem podem levar a
uma desestruturacdo quimica dos lipossomas. Por isto, a adi¢do de crioprotetores é essencial a
formulacdo, por sua natureza ndo eutética e pela formacdo de uma matriz amorfa que protege
SpHL.

Durante o congelamento, a maioria da agua da amostra gradualmente forma o gelo (até
80 % p/v), levando a formacdo do crioconcentrado da solucdo descongelada remanescente até
gue esta atinja o estado vitreo (YANG et al., 2010). Os carboidratos usados como excipientes
nas formulacBes a serem liofilizadas, sdo quimicamente in6cuos e podem ser facilmente
vitrificados durante o congelamento. Os valores de Tg’ dos dissacarideos utilizados, sacarose

e trealose sdo inferiores a -30°C (ROSS, 1997; FRANKS, 1998; CRAIG, 1999;
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SUNDARAMURTHI; SURYANARAYANAN, 2012). Na literatura, também foram relatados
os valores de Tg’ de -15°C para a HP-B-CD (ABDELWAHED et al., 2006; VEGA et al.,
2012) e de -43°C para a glicose (ROOS, 1997; ABDELWAHED et al., 2006; EROGLU,
2010). A Tg’ depende da composi¢do da solu¢do, mas ndo de sua concentracdo inicial
(FRANKS, 1998). Neste estudo, a Tg’ de SpHL na presenga dos crioprotetores ndo foi
determinada, sendo a liofilizacdo baseada nos resultados da Tc de cada formulacdo (Tabela
17) e comparada aos valores de Tg' da literatura.

Tem sido relatado que a Tc de solucdes aquosas de excipientes devem ser 5°C inferior
a Tg” (YANG et al., 2010). Todas as Tc determinadas para as dispersdes de SpHL contendo
crioprotetores apresentaram valores inferiores as Tg’ encontradas na literatura (Tabela 17) .

Para garantir a natureza porosa do liofilizado, a secagem primaria deve ser conduzida
a aproximadamente 4°C abaixo da Tg’ do crioprotetor e € ideal que a temperatura do produto
esteja no minimo 2 °C abaixo da Tc durante a etapa de secagem primaria (CROWE et al.,
1994; TANG;PIKAL, 2004). Dado que 0 aumento de 1°C na temperatura do produto leva a
uma reducdo de 13 % no tempo de secagem primaria (TANG;PIKAL, 2004), a importancia
econbmica da escolha racional da temperatura de secagem é clara. Neste trabalho, a
temperatura de secagem primaria igual a -35°C foi escolhida baseada nas temperaturas de
colapso das formulagdes, na viabilidade econdmica do processo e na diferenga de temperatura
a ser mantida entre a camara e o condensador do liofilizador. Esta temperatura foi utilizada na
liofilizacdo de todas as formulagdes de SpHL.

Embora esta temperatura seja superior a Tc das formulagbes de Lip-sacarose, Lip-
trealose e Lip-HP-B-CD vale destacar que tipicamente, a temperatura do produto durante a
secagem primaria é 5 a 40°C menor do que a temperatura da placa (TANG; PIKAL, 2004).
Portanto, a temperatura do produto manteve-se abaixo da temperatura da placa, mantendo-se
constante a pressdo da camara durante todo o processo de liofilizacdo, conforme registrado na
Figura 32 e Tabela 19, para Lip-trealose e na Figura 33 e Tabela 20, para Lip-HP-B-CD. Além
disto, a medida que a agua vai sendo sublimada, o valor da Tg’ aumenta, ja que a Tg’ ¢
inversamente proporcional ao conteido de dgua. Deste modo, a temperatura do produto foi

mantido abaixo da Tg’ durante todo o processo de secagem primaria.

3.5 Desenvolvimento do programa de liofilizagdo de SpHL

Basicamente, o objetivo de desenvolver um processo de liofilizacdo otimizado est& na

capacidade deste tipo de estudo fornecer dados e evidéncias com um alto grau de
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reprodutibilidade e confianca. Deste modo, busca-se atingir especificacdes pré-determinadas
para o produto final, atraves da analise dos parametros utilizados durante o processo de

liofilizacdo associada as caracteristicas do produto liofilizado (LIU, 2006).

3.5.1 Liofilizagdo de SpHL contendo crioprotetores, apds congelamento lento

SpHL foram liofilizados, na auséncia ou contendo 0s crioprotetores sacarose, trealose,
HP-B-CD ou glicose (razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p) segundo o protocolo: 1)
congelamento lento até -50°C (razao de resfriamento 1°C/min), 2) secagem primaria a -35°C e
100 mTorr e 3) secagem secundaria a +25°C e 100mTorr.

A Figura 32-A representa as diversas formulacGes de SpHL, sob a forma liquida, antes
da liofilizacdo. Esta serve de parametro para comparagdo do aspecto macroscépico do liéfilo
obtido, principalmente como comparativo da altura da pastilha formada em relacdo ao volume

ocupado pela dispersao liquida antes de ser submetida a liofilizagéo.

T
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Figura 32 — Aspecto macroscopico de SpHL com diferentes crioprotetores. (A) SpHL antes da
liofilizacdo. Apos a liofilizacdo: (B) SpHL com sacarose; (C) SpHL com trealose; (D) SpHL
com HP-B-CD e (E) SpHL com glicose.

SpHL liofilizados com trealose (Figura 32-C) e HP-B-CD (Figura 32-D) formaram
uma pastilha elegante, com altura igual a dispersdo liquida submetida a liofilizacdo (Figura
32-A). SpHL com sacarose (Figura 32-B) formou uma pastilha delgada, com altura inferior
aquela da dispersdo liquida antes da liofilizacdo. SpHL com glicose (Figura 32-E) sofreu
colapso, o que é evidenciado pela formacdo de bolhas no liéfilo.

No equipamento utilizado, o liofilizador FTS, a temperatura minima atingida pela
placa é -50 °C e esta foi a temperatura minima utilizada para o bom funcionamento deste. As

temperaturas de colapso determinadas para as formulagdes de SpHL s&o consideradas muito
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baixas, o que dificultam o processo de liofilizagdo (LIU, 2006). A temperatura de -50°C da
formulacdo contendo glicose inviabiliza o trabalho em temperatura abaixo da Tc. Isto pode
ser confirmado pelo colapso da estrutura macroscopica do liéfilo de SpHL contendo glicose
(Figura 26-E). Por este mesmo motivo, o teor de umidade residual da amostra foi elevado

(6,99 %) devido a dificuldade de saida da &gua durante a secagem secundaria.

Na secagem primaria, a temperatura da placa foi mantida em -35°C. A forca motriz
para a sublimacdo da agua durante a liofilizacdo € a diferenca entre a temperatura do produto
e a temperatura do condensador. Portanto, a temperatura do condensador foi mantida a -85°C,
permitindo o minimo de 50°C de diferenca na temperatura de ambos (AYEN; KUMAR,
2012). Considerando a temperatura de colapso determinada para cada crioprotetor e 0 aspecto
macroscopico dos li6filos obtidos de experimentos preliminares, o estudo teve
prosseguimento com SpHL na presencga de trealose ou HP-B-CD assim como na auséncia de
crioprotetor, o qual serviu como padréo de verificagdo da acdo dos crioprotetores.

A formulacdo contendo trealose foi escolhida em detrimento a sacarose, dentre os dois
dissacarideos, considerando que em condi¢des de extrema desidratacdo, como na liofilizacdo,
trealose e sacarose tem acdo protetora semelhante. Porém, em meio aquoso, trealose liga-se
mais efetivamente aos biomateriais, atraves de ligacdes de hidrogénio. A diferenca deve-se a
orientacdo espacial dos grupos hidroxilas dos carboidratos (LUZARDO et al., 2000). Ja a HP-
B-CD, um oligossacarideo ciclico, apresenta a Tg' igual a -15°C e Tc igual a -38°C,
temperaturas mais elevadas dentre os crioprotetores utilizados nesse estudo, e aspecto
macroscopico de SpHL contendo HP-B-CD semelhante a formulacdo de SpHL contendo

trealose.

3.5.1.1 Curvas de liofilizacdo de SpHL com diferentes crioprotetores, apos congelamento

lento

SpHL foram liofilizados apds o congelamento lento, na razdo de 1°C/minuto, na
prateleira do liofilizador FTS. Apds ser atingida a temperatura da placa de -50°C, o produto
foi mantido por cerca de 2 horas nesta temperatura. Apds este periodo, a pressdo da camara
foi reduzida até atingir 100 mTorr e a placa foi aquecida até atingir a temperatura de -35°C,

dando inicio a secagem primaria. O monitoramento da secagem primaria foi feito através do
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termo-higrémetro, cujo resultado é expresso pela temperatura do ponto de orvalho (Dew
Point). A queda desta temperatura reflete a reducdo da pressdo de vapor na camara do
liofilizador. Quando o Dew Point atingiu a -80 °C, o processo foi alternado manualmente para
a etapa seguinte (passagem da etapa de secagem primaria para a etapa de secagem
secundéria). A pressdo da cAmara foi mantida em 100 mTorr e a temperatura da placa foi
elevada para 25 °C. O Dew Point neste momento atingiu o valor basal de 12°C. A deteccdo
do fim da secagem secundaria foi feito quando o Dew Point atingiu novamente o valor de -80
°C.

As Figuras 33-35 apresentam curvas de liofilizagdo de SpHL, submetidas as condigdes
de liofilizagdo descritas acima, com seus respectivos tempos de liofilizacdo. As curvas
mostram os dados de pressdo da camara e temperaturas do condensador, da placa, do produto
e do ponto de orvalho, em funcdo do tempo. A duracdo da liofilizacdo para cada formulacao
de SpHL foi distinto.

Na analise dos dados registrados pelo software durante a liofilizacdo de SpHL, ap6s
congelamento lento, foram extraidas a duracdo de cada etapa do ciclo de liofilizacdo. Em
virtude da passagem entre as etapas do ciclo ser realizada manualmente, o equipamento
permaneceu na mesma etapa mesmo apds o Dew Point ter atingido a temperatura almejada (-
80°C). Logo, para efeito de calculo da duracdo de cada etapa, foi considerado somente o
periodo necessario para atingir o Dew Point de -80°C.

A liofilizacdo de SpHL sem crioprotetores teve a duracdo de aproximadamente 57
horas, sendo o tempo dividido entre aproximadamente 43 horas de secagem primaria e 10

horas de secagem secundaria. (Figura 33 e Tabela 18).
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SpHL - Sem crioprotetores - Liofilizacao com
congelamento lento
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Figura 33 — Curva de liofilizacdo de SpHL, na auséncia de crioprotetores, ap6s congelamento
lento (raz&o de congelamento 1°C/min). Duracéo da liofilizac&o: aproximadamente 57 horas.

Tabela 18 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizagdo de SpHL, na auséncia de
crioprotetores, apds congelamento lento

Temperatura N Temperatura
Pressdo da  Temperatura Temperatura
Tempo do A do ponto de
Etapa - camara da placa do produto
(min) condensador (mTorr) C) C) orvalho
(€) (°C)
Congelamento 77 +24 3000 -45 50 +12
Inicio da
secagem 229 -82 103 -35 -50 +12
primaria
Fim da
secagem 2798 -81 95 -33 -38 -80
primaria
Fim da
secagem 3438 -82 100 +21 +24 -80
secundaria

Na liofilizacdo de SpHL, contendo trealose, apos congelamento lento (Figura 34 e

Tabela 19) mostraram a duracdo de aproximadamente 20 horas para a etapa de secagem

priméria e, aproximadamente 5 horas na secagem secundaria, perfazendo um total de

aproximadamente 29 horas no ciclo de liofilizag&o, incluindo a etapa de congelamento.
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Figura 34 — Curva de liofilizagdo de SpHL, contendo trealose como crioprotetor, apos
congelamento lento (razdo de congelamento 1°C/min). Duracdo da liofilizag&o:
aproximadamente 29 horas.

Tabela 19 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizagcdo de SpHL, contendo trealose
como crioprotetor e ap6s congelamento lento

Temperatura x Temperatura
Pressdo da  Temperatura Temperatura
Tempo do A do ponto de
Etapa - camara da placa do produto
(min) condensador (mTorn C) C) orvalho
(°C) (°C)
Congelamento 109 +28 3000 -50 -55 +12
Inicio da
secagem 252 -84 100 -35 -46 +12
primaria
Fim da
secagem 1432 -82 99 -33 -33 -80
primaria
Fim da
secagem 1748 -82 104 +25 +24 -80
secundéria

A analise dos dados experimentais da curva de liofilizacdo de SpHL, contendo HP-p-
CD (Figura 35 e Tabela 20), demonstram a duracdo de aproximadamente 30 horas na etapa
de secagem primaria e de aproximadamente 55 horas de secagem secundaria, perfazendo um

total de aproximadamente 89 horas (3 dias e 17 horas) para completar a liofilizacao.
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Figura 35 - Curva de liofilizagao dos lipossomas brancos, contendo HP-B-CD como crioprotetor
e apds congelamento lento (razdo de congelamento 1°C/min). Tempo de liofilizacao:
aproximadamente 88,7 horas).

Tabela 20 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizacdo de SpHL, contendo HP-B-CD
como crioprotetor e ap6s congelamento lento

Temperatura x Temperatura
Pressdo da  Temperatura Temperatura
Tempo do N do ponto de
Etapa - camara da placa do produto
(min) condensador (mTorn C) C) orvalho
(°C) (9]
Congelamento 89 +22 3000 -47 -50 +12
Inicio da
secagem 245 -84 98 -35 -47 +12
primaria
Fim da
secagem 2027 -83 101 -36 -37 -80
primaria
Inicio da
secagem 2755 -82 104 +5 -19 -22
secundaria
Fim da
secundéria
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3.5.1.2 Anadlise macroscopica e tempo de reidratacdo de SpHL liofilizados apos

congelamento lento

A inspecdo visual das formulacdes de SpHL liofilizados ndo apresentam diferencas
nas caracteristicas da pastilha entre as formulacGes com ou sem crioprotetores (Figura 36). A
liofilizacdo das dispersfes lipossomais resultou em pastilhas brancas intactas e elegantes. O
programa de liofilizagdo conduzido em temperaturas inferiores a Tc do produto garantiu a
formagé&o de pastilhas ndo colapsadas.

Figura 36 - Imagens de SpHL liofilizados apds congelamento lento. A: SpHL sem crioprotetor.
B: SpHL com trealose. C: SpHL com HP--CD.

As mudancas morfoldgicas da pastilha liofilizada podem afetar a reconstituicdo do
produto. A porosidade permite mais eficientemente o transporte do vapor d’agua durante a
secagem e também pode melhorar a molhabilidade da matriz. Por exemplo, os poros formados
na camada superficial superior da pastilha pode facilitar a penetragéo do liquido. Entretanto, a
presenca de grandes poros homogéneos na matriz podem aumentar a espessura desta e reduzir
a area superficial, o que pode levar a uma dissolugdo mais lenta (SEARLES et al., 2001b).

O congelamento lento produz cristais de gelo maiores resultando em uma estrutura
desordenada e area superficial reduzida do li6filo, mas com uma relativa alta razdo de
sublimacéo durante a secagem primaria (CHEN et al., 2010). Entretanto as formulacdes de
SpHL apds congelamento lento foram facilmente redispersas, com duracdo inferior a 1
minuto. Para garantir a homogeneidade, as amostras foram vortexadas por 1 minuto apos a

reidratacao.
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3.5.1.3 Determinagdo do didmetro das vesiculas, indice de polidispersdo e teor de
umidade residual de SpHL liofilizados apds congelamento lento

Para ser considerado bem-sucedido, um processo de liofilizacdo deve gerar particulas
facilmente redispersiveis em um solvente (sem a formacdo de agregados), a razdo entre 0
didmetro final/diametro inicial deve se manter préximo a 1,0 (no maximo 1,3) e o indice de
polidispersdo ndo deve mudar (HIRSJARVI, 2009; DATE, 2010).

Pastilhas elegantes foram obtidas, porém SpHL liofilizados/reidratados apresentaram
aumento do didmetro médio das vesiculas numa ordem de aproximadamente 6 vezes para Lip-
S/Crio e Lip-CD e de aproximadamente 3 vezes para Lip-trealose, e heterodispersos. A
presenca dos crioprotetores em SpHL resultou em formulagdes com teor de umidade residual
dentro dos limites aceitaveis para a maioria dos produtos farmacéuticos que esta situada na
faixa de 1-3 %, enquanto a formulagdo de SpHL sem crioprotetor, liofilizada apos
congelamento lento, apresentou teor de umidade de 3,34 % (Tabela 21).

Tabela 21 - Caracterizacdo fisico-quimica de SpHL liofilizados/reidratados apds
congelamento lento

A * Diametro das vesiculas Indice de Teor de umidade
mostra - o .
(nm) polidispersao residual (%)
Antes da liofilizacdo
Lip-S/Criop 112,8 0,255
Apbs a liofilizacao

Lip-S/Criop 716,6 0,889 3,34 %

Lip-trealose 358,8 0,732 1,88 %
Lip-HP-B-CD 692,2 1,000 0,92 %

*As denominagfes Lip-S/Criop, Lip-Trealose e Lip-HP-B-CD referem-se aos SpHL preparados na auséncia de
crioprotetor, na presenga de trealose e de hidroxipropil-beta-ciclodextrina, respectivamente, na concentracao
crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p).

3.5.2 Liofilizacdo de SpHL contendo crioprotetores, apds congelamento rapido

SpHL foram liofilizados, na auséncia ou contendo os crioprotetores trealose ou HP-f3-
CD (razéo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p) segundo o protocolo: 1) congelamento rapido por
imersdo em nitrogénio liquido, por 5 minutos 2) secagem primaria a -35°C e 100 mTorr e 3)

secagem secundaria a +25°C e 100mTorr.

140



3.5.2.1 Curvas de liofilizacdo de SpHL com diferentes crioprotetores, apos congelamento

rapido
SpHL - Sem crioprotetor - Liofilizacao com
congelamento rapido
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Figura 37 — Curva de liofilizacdo de SpHL, na auséncia de crioprotetores, ap6s congelamento
rapido (imersdo em N, liquido). Tempo de liofilizacdo: aproximadamente 37 horas.

Tabela 22 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizacdo de SpHL, na auséncia de
crioprotetores, apds congelamento rapido

Temperatura x Temperatura
Pressdo da  Temperatura Temperatura
Tempo do N do ponto de
Etapa - camara da placa do produto
(min) condensador (mTorn) (C) C) orvalho
(¢C) (69
Congelamento 296 +24 3000 -50 -99 +12
Inicio da
secagem 320 -86 94 -52 -63 +12
primaria
Fim da
secagem 1907 -84 95 -37 -34 -80
primaria
Fim da
secagem 2230 -83 104 +23 +24 -80
secundéria
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Os frascos contendo SpHL sem crioprotetor, congelados, foram postos na placa do
liofilizador e a temperatura do produto detectada foi igual a -99°C. A secagem primaria teve a
duracdo de aproximadamente 27 horas e a secagem secundaria, aproximadamente 5 horas,
totalizando cerca de 37 horas, com a inclusdo da preparacéo do liofilizador e o congelamento
das amostras (Figura 37 e Tabela 22).

SpHL - Com trealose 5 % - Liofilizacao com
congelamento rapido
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Figura 38 — Curva de liofilizacdo de SpHL contendo trealose, ap6s congelamento rapido
(imersé@o em N, liquido). Tempo de liofilizagdo: aproximadamente 30 horas.

Tabela 23 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizacdo de SpHL, contendo trealose,
apos congelamento rapido

Temperatura Pressio da Temperatura Temperatura
Tempo do N Temperatura do ponto de
Etapa - camara do
(min) condensador da placa(°C) orvalho
(mTorr) produto(°C) o
(°C) (Y]
Congelamento 1, +25 3000 -49 -99 +12
Inicio da
secagem 132 -85 113 -51 -62 +12
priméria
Fim da
secagem 1509 -83 98 -35 -34 -80
primaria
Inicio da
secagem 1538 -84 117 +15 -11 +12
secundaria
Fim da
secagem 1757 -82 107 +25 +24 -80
secundaria
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A liofilizacdo de SpHL, contendo trealose, apds congelamento rapido (Figura 38 e
Tabela 23) teve a duragdo de aproximadamente 23 horas para a etapa de secagem primaria e a
duracdo de aproximadamente 4 horas na secagem secundaria, perfazendo um total de
aproximadamente 30 horas no ciclo completo de liofilizacdo, incluindo a etapa de

congelamento.

SpHL - Com HP-B-CD 5% - Liofilizacao com
congelamento rapido
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Figura 39 - Curva de liofilizacdo de SpHL, contendo HP-B-CD, apds congelamento rapido
(imersdo em N; liquido). Tempo de liofilizacdo: aproximadamente 56 horas.

Tabela 24 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizacdo de SpHL, contendo HP-pB-
CD, apds congelamento rapido

Temperatura x Temperatura
Pressdo da  Temperatura Temperatura
Tempo do N do ponto de
Etapa - camara da placa do produto
(min) condensador (mTorn) (C) C) orvalho
(°C) (Y]
Congelamento 101 +25 3000 -47 -99 +12
Inicio da
secagem 121 -85 102 -49 -59 +12
priméria
Fim da
secagem 1457 -84 99 -37 -31 -80
primaria
Inicio da
secagem 1546 -84 112 -19 -29 -74
secundaria
Fim da
secagem 3364 -83 102 +21 +25 -80
secundaria
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A anélise dos dados experimentais da curva de liofilizacdo de SpHL, contendo HP-p-
CD (Figura 39 e Tabela 24), demonstram a duracdo de aproximadamente 22 horas na etapa de
secagem primaria e de aproximadamente 30 horas de secagem secundaria, perfazendo um

total de aproximadamente 56 horas de liofilizac&o, incluindo a etapa de congelamento.

3.5.2.2 Andlise macroscopica e tempo de reidratacdo de SpHL liofilizados apos
congelamento rapido

SpHL liofilizados ap6s congelamento rapido formaram pastilhas com aspecto
quebradico, com retracdo do volume inicial, especialmente na formulacdo de SpHL sem
crioprotetor (Figura 40-A). A projecdo de liquido durante a imersdo do frasco em nitrogénio
liquido, faz com que uma névoa de pO branco seja formada nas paredes do frasco,
proporcionando uma aspecto de sujidade, o que ocorreu especialmente na liofilizacdo de
SpHL com HP-B-CD (Figura 40-C). A pastilha com aparéncia mais elegante, apos liofilizagao
por congelamento rapido, foi formada na formulacdo de SpHL com trealose (Figura 40-B).

A reconstituicdo de SpHL liofilizados por congelamento rapido levou a formacéao de
SpHL, com duracdo menor que 1 minuto. Para melhorar a homogeneidade, a dispersao foi
vortexada por 1 minuto, ap6s a reidratacdo. Apesar de as pastilhas obtidas pela liofilizacdo
apos congelamento rapido apresentarem aspectos distintos daquelas liofilizadas apds

congelamento lento, ndo houve diferenca na duracdo da reconstituicdo das amostras.

Figura 40 - Imagens de SpHL liofilizados ap6s congelamento rapido. A: SpHL sem crioprotetor;
B: SpHL com trealose; C: SpHL com HP-B-CD.
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3.5.2.3 Determinagdo do didmetro das vesiculas, indice de polidispersdo e teor de
umidade residual de SpHL liofilizados apds congelamento rapido

SpHL liofilizados/reidratados apresentaram um aumento do diametro médio das
vesiculas de aproximadamente 3; 4,5 e 7 vezes, respectivamente para Lip-trealose, Lip-HP-f-
CD e Lip-S/Criop. Apos reidratacdo, todas as dispersdes lipossomais formadas apresentaram-
se heterodispersas. A presenca dos crioprotetores em SpHL resultou em formulagdes com teor
de umidade residual dentro dos limites desejados de 1-3 %, enquanto a formulacdo de SpHL
sem crioprotetor, liofilizada ap6s congelamento rapido, apresentou teor de umidade de 3,77 %
(Tabela 25).

Tabela 25 - Caracterizacdo fisico-quimica de SpHL liofilizados/reidratados ap06s
congelamento rapido

A Diametro das vesiculas indice de Teor de umidade
mostra . « :
(nm) polidispersao residual (%)
Antes da liofilizagéo
Lip-S/Criop 112,8 0,255
Apos a liofilizacdo

Lip-S/Criop 802,2 1,00 3,77

Lip-trealose 353,7 1,00 1,01
Lip-HP-B-CD 504,8 1,00 0,92

*As denominagfes Lip-S/Criop, Lip-Trealose e Lip-HP-B-CD referem-se aos SpHL preparados na auséncia de
crioprotetor, na presenga de trealose e de hidroxipropil-beta-ciclodextrina, respectivamente, na concentracéo
crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p).

3.5.3 Liofilizagéo de SpHL-CDDP

Diante dos resultados obtidos pela liofilizagdo de SpHL, o crioprotetor escolhido para
a liofilizagdo de SpHL-CDDP foi a trealose na razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p. A
liofilizacdo de SpHL com trealose apds congelamento lento resultou em um processo de
menor duracdo, com menor didmetro médio das vesiculas apds reconstituicdo do liéfilo e
umidade residual satisfatoria. Portanto, a liofilizacdo de SpHL-CDDP com trealose foi
realizada segundo o programa: 1) congelamento lento até -50°C (razdo de resfriamento
1°C/min), 2) secagem primaria a -35°C e 100 mTorr e 3) secagem secundaria a +25°C e
100mTorr.
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3.5.3.1 Curva de liofilizagdo de SpHL-CDDP com trealose, ap6s congelamento lento

SpHL-CDDP- Com trealose 5% -
Liofilizacao com congelamento lento
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Figura 41 — Curva de liofilizacdo de SpHL-CDDP contendo trealose, apés congelamento lento.
Tempo de liofilizacdo: aproximadamente 27 horas.

Tabela 26 — Dados experimentais extraidos da curva de liofilizagdo de SpHL-CDDP contendo
trealose, ap6s congelamento lento

Temperatura N Temperatura
Pressdo da  Temperatura  Temperatura
Tempo do N do ponto de
Etapa . camara da placa do produto
(min) condensador (mTorn) C) C) orvalho
(°C) (Y]
Congelamento 86 +23 3000 -46 -50 +12
Inicio da
secagem 230 +22 800 -49 -57 +12
priméria
Fim da
secagem 1449 -84 96 -34 -34 -80
priméria
Inicio da
secagem 1458 -84 102 -27 -33 -71
secundaria
Fim da
secagem 1643 -84 96 +24 +22 -80
secundaria
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A andlise dos dados registrados pelo software durante a liofilizacdo de SpHL-CDDP,
contendo trealose, apos congelamento lento (Figura 41 e Tabela 26) apontaram o tempo gasto
em cada etapa do ciclo de liofilizacdo. Apds a temperatura do produto atingir -50°C, este foi
mantido por cerca de 2 horas a -50°C. A etapa de secagem primaria da liofilizacdo de SpHL-
CDDP contendo trealose, durou aproximadamente 20 horas e a secagem secundaria,
aproximadamente 3 horas, perfazendo um total de aproximadamente 27 horas no ciclo de
liofilizacdo (Figura 41), incluindo a etapa de congelamento.

A duracdo da liofilizacdo de SpHL-CDDP com trealose foi semelhante a liofilizacédo
de SpHL com trealose, ap6s congelamento (Figura 34). Logo, a adicdo de CDDP néo

influenciou o processo de liofilizacao.

3.5.3.2 Andlise macroscépica e tempo de reidratacdo de SpHL-CDDP com trealose
liofilizados apds congelamento lento

SpHL-CDDP contendo trealose liofilizado formou uma pastilha intacta ocupando o
mesmo volume correspondente a dispersdo congelada de SpHL-CDDP original (Figura 42). O
tempo necessario a reconstituicdo de SpHL-CDDP apds a adicdo de agua purificada foi menor
gue 1 minuto. A homogeneidade foi garantida por vortexacdo da amostra por 1 minuto apos a

reconstituicdo espontanea.

Figura 42 - Imagens de SpHL-CDDP contendo trealose liofilizados ap6s congelamento lento. A:
Dispersdo de SpHL-CDDP com trealose antes da liofilizacdo; B: SpHL-CDDP com trealose
liofilizado.
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3.5.3.3 Determinacdo do diametro das vesiculas, indice de polidispersao, potencial zeta e
teor de umidade residual de SpHL-CDDP com trealose liofilizados apds congelamento

lento

As caracteristicas fisico-quimicas de nanossistemas afetam sua estabilidade fisico-
quimica e o comportamento in vivo destas formulacdes. Para SpHL-CDDP com trealose, 0
diametro e polidispersividade obtidos apds a reconstituicdo apresentaram consideravel
aumento, com diametro dentro dos limites das especificacdes para uma formulagédo 1V, porém
heterodispersas. As vesiculas de SpHL-CDDP mostraram valores de potencial zeta
proximos a neutralidade (Tabela 27). De acordo com Woodle e colaboradores (1992),
bicamadas contendo DSPE —-mPEG exibem um potencial de superficie negativo mas uma
reduzida mobilidade eletroforética. A baixa mobilidade eletroforética e, portanto, o reduzido
valor de potencial zeta é devido a grande resisténcia hidrodindmica proporcionada pelo
polimero de polietilenoglicol (PEG). O impedimento estérico proporcionado pelo PEG

presente na bicamada lipidica confere estabilidade fisica a formulacéo.

Tabela 27 - Caracterizacao fisico-quimica de SpHL-CDDP contendo trealose

A - Diametro das indice de Potencial zeta Teor de
mostra vesiculas (hm) olidispersao (mV) umidade
polidisp residual (%)
Antes da liofilizagéo
SpHL-CDDP 112,8 0,255 3.1
trealose
Apos a liofilizacéo

SpHL-CDDP 302,2 0,536 44 2,81 %

trealose

*SpHL-CDDP contendo trealose (razéo crioprotetor:fosfolipide 2:1) foram liofilizados apds congelamento lento
(razdo 1°C/min) e reconstituidos com agua purificada imediatamente apds o processo de liofilizacéo.

3.5.3.4 Determinacdo da retencio de CDDP em SpHL-CDDP apés
liofilizag&o/reidratacéo

O teor de farmaco encapsulado/associado ao sistema de liberacdo de farmacos dita a
viabilidade comercial e a efetividade deste (AYEN; KUMAR, 2012). Neste sentido, €

importante que o teor de farmaco no sistema de liberacdo de farmacos se mantenha igual antes
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e apos a liofilizagdo. Por este motivo, SpHL-CDDP foram purificados por ultracentrifugacéo
apos a reconstituicdo do liofilo de SpHL-CDDP com trealose e o teor de CDDP encapsulada
em SpHL-CDDP foi determinado. A retencdo de CDDP encapsulada em SpHL-CDDP foi
igual a 87,50 % apoOs reconstituicdo do liéfilo de SpHL-CDDP com trealose quando
comparada a disperséo liquida de SpHL-CDDP antes da liofilizacéo.

A Tc determinada para a formulagdo de SpHL com trealose foi igual a -42°C. Baseada
no fato de a trealose ser o principal componente na formulacdo responsavel por esta Tc, este
valor foi extrapolado para os estudos de liofilizacdo de SpHL-CDDP com trealose. Portanto,
durante a etapa de secagem primaria, a temperatura do produto SpHL-CDDP manteve-se
abaixo da Tc (Figura 41 e Tabela 26), 0 que garantiu a manutencdo da estabilidade fisica de
SpHL-CDDP com trealose.

A protecdo proporcionada pela trealose a formulacdo de SpHL-CDDP pode ser
explicada pela hip6tese da substituicdo da dgua e/ou pela hipotese da vitrificacdo. A hipétese
de substituicdo da agua foi proposta por Crowe e colaboradores (1998), na qual as interacoes
entre os agucares e os fosfolipides reduzem a Tm dos lipides da bicamada no estado seco,
porgue 0s agucares mantém o espacamento entre 0s grupos polares dos fosfolipides e reduzem
a interagcdo de van der Waals entre suas cadeias hidrocarbonadas. Portanto, evitando a
transicdo de fase dos lipides durante a liofilizacdo e reidratacdo, € possivel aumentar o teor de
retencdo do farmaco nos lipossomas.

A secagem dos lipossomas na auséncia de lioprotetores resulta em um aumento da Tm.
Quando a temperatura em que as vesiculas sdo reidratadas esta abaixo da Tm de lipossomas
liofilizados, a transicdo de fases ocorrera durante a reidratacdo e isto pode resultar em uma
permeabilidade aumentada e extravasamento do material encapsulado dos lipossomas (VAN
WINDEN et al., 1997). Koster e colaboradores (1994) notaram que a Tg deve ser maior que a
Tm nos filmes lipidicos completamente hidratados para que os estabilizantes sejam eficazes
na depressdo da Tm dos lipossomas.

A trealose é uma substancia capaz de reduzir a temperatura de transicdo de fase gel
para liquido-cristalino (Tm) da bicamada lipidica devido a interagdo dos grupos hidroxila do
dissacarideo e o grupo polar dos fosfolipides via ligacdo de hidrogénio (VAN WINDEN et
al., 1997). Porém, em estudos de DSC de Rocha e colaboradores (2008), o difratograma da
DOPE indica a ocorréncia de transi¢do de fase Lg—L, na temperatura de -43°C e a transi¢ao
de fase L, para uma fase hexagonal na temperatura de 10°C. Quando aplicados a formulacéo
de SpHL-CDDP com trealose, foi detectada uma transi¢do Lg—L, alargada no intervalo de

149



temperatura igual a —23 a —1°C, indicando que a presenga da trealose na concentragdo
utilizada foi capaz de levar ao aumento da Tm da DOPE.

No entanto, o maior controle do didmetro das vesiculas de SpHL-CDDP na presenca
de trealose parece ndo estar relacionado aos valores de Tm, uma vez que esta foi inferior a
temperatura de reidratacdo do liofilizado, néo ocorrendo portanto a transi¢édo Ls—L, durante
esse processo. O fato das moléculas de DOPE se encontrarem no estado liquido-cristalino na
temperatura de reidratacdo contribui para a obtencdo de vesiculas de menor didmetro assim
como para a retencdo do material encapsulado.

Outro mecanismo lioprotetor € a hipdtese da vitrificacdo, na qual a solucéo de trealose
torna-se crioconcentrada e forma uma matriz vitrea estavel durante o congelamento e apos a
secagem, os lipossomas sdo inseridos na matriz vitrea do aglcar. Na matriz, que apresenta alta
viscosidade e baixa mobilidade, a agregacdo/fusdo dos lipossomas é evitada e protegida do
estresse mecanico dos cristais de gelo. Anéalises microscopicas confirmaram a insercdo de
SpHL-CDDP em uma matriz vitrea de trealose (GIUBERTI et al., 2011). De modo geral,
além da maior Tg apresentada pela trealose e capacidade de formacéo da matriz vitrea, podem
ser ressaltadas outras vantagens que sao importantes para sua eficacia crioprotetora, como sua
baixa higroscopicidade, a auséncia de ligacdes de hidrogénio internas que permite maior
flexibilidade para a formacdo de ligagdes de hidrogénio durante a liofilizagéo e reatividade
quimica muito baixa (ABDELWAHED, 2006).

3.5.3.5 Analise macroscopica, determinacdo da absorcdo de umidade e teor de retencgdo
de CDDP em SpHL-CDDP ap6s armazenamento em diferentes condi¢des de umidade

Figura 43 - SpHL-CDDP armazenados a 25°C sob distintas condi¢des de umidade relativa. (A)
8,23 %, (B) 32,50 %, (C) 55,00 %, (D) 75,10 % e (E) 90,00 %
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Para um produto liofilizado, é importante a manutencgdo de suas caracteristicas durante
0 armazenamento e que, apos a reconstituicdo, este atue do mesmo modo que a dispersao
liquida recentemente preparada. Nesse estudo, SpHL-CDDP, contendo trealose (razéo
crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p), liofilizados apds congelamento lento, foram armazenados
sob cinco distintas condigdes de umidade relativa, a 25°C. Estes sofreram modificacdo
estrutural da pastilha liofilizada (Figuras 43 A-E), com retracdo do volume inicial.

O tempo de reidratacao foi superior a 5 minutos, sob agitacdo em vortex, para todas as
amostras de SpHL-CDDP armazenadas nas diferentes condi¢cGes de armazenamento. Além
disto, todas as amostras de SpHL-CDDP absorveram umidade e o aumento da absorgdo foi
gradual e proporcional ao teor de umidade do ambiente de armazenamento, e situou-se na
faixa de 0,13 a 0,91 % (Tabela 28).

Tabela 28 - Absorcdo de umidade e teor de retencdo de CDDP em SpHL-CDDP
contendo trealose sob diferentes condi¢des de armazenamento

Teor de
. retengéo de
Amostra Solucdo saturada de Teor d? umidade A“me“to de CDDP
relativa (%) umidade (%)
encapsulada
(%)
A Hidroxido de potassio 8,23 0,1257 77,98
B Cloreto de magnésio 32,50 0,1514 79,72
C Brometo de sédio 55,00 0,2713 100,00
D Cloreto de sédio 75,10 0,3764 82,28
E Cloreto de bario 90,00 0,9097 80,14

Apos reidratacdo dos lidfilos, a retencdo da CDDP encapsulada em SpHL-CDDP com
trealose ficou em torno de 80 % (Tabela 28), a despeito do colapso das amostras (Figura 43).
Amostras liofilizadas com sucesso podem colapsar quando estocadas a temperaturas
superiores a Tg do material ou devido & sor¢do de agua da atmosfera, a qual exerce sua acéo
plastificante e pode deprimir a Tg para temperaturas inferiores a temperatura ambiente (25°C)
(ROSS, 1997). Nesse estudo, o efeito plastificante da &dgua sobre a amostra resultou em
colapso das amostras de SpHL-CDDP, sendo entdo justificado o armazenamento do produto
sob refrigeracdo (2 a 8°C) a fim de que o aspecto fisico da formula¢do permaneca inalterado e
elegante.
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3.6 Analises por microscopia eletrénica de varredura de SpHL e SpHL-CDDP

Nas fotomicrografias de SpHL sem crioprotetor liofilizado apds congelamento lento

(Figura 44), obtidas por MEV, pode ser observada uma matriz frondosa amorfa com poros

grandes que foram anteriormente ocupados pelo gelo. A liofilizacdo ocorreu em temperatura

abaixo da Tc de SpHL sem crioprotetor, permitindo a completa remocdo do gelo e a

manutencdo da matriz lipidica. Contudo, mesmo no maior aumento utilizado, de 2500 vezes

(Figura 44-D) néo foi possivel visualizar vesiculas de SpHL.

‘ 7

1.0kvV X250 100um WD 7.7mm LEI

LEI 1.0kV X1,000 10um WD 7.7mm USP LEI

10KV X500 10um WD 7.7mm

7

1.0kV X2,500 10um WD 7.7mm

Figura 44 - Fotomicrografias de SpHL liofilizado, sem crioprotetor, ap6s congelamento lento
obtidas por microscopia eletrénica de varredura. Aumento de (A) 250 vezes, (B) 500 vezes, (C)

1000 vezes e (D) 2500 vezes, respectivamente.
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Imagens de MEV de SpHL-CDDP contendo trealose (razdo crioprotetor:fosfolipide
2:1 plp) liofilizados ap6s congelamento lento mostram vesiculas inseridas na matriz vitrea
formado pelo crioprotetor (Figura 45-D). SpHL-CDDP com trealose, apdés
liofilizacdo/reidratacdo, apresentaram diametro igual a 302,2 nm (Tabela 27), enquanto que

em SpHL sem crioprotetor houve agregacdo das vesiculas (Tabela 21).

X250  100um WD 7.8mm 10KV X500 10um WD 7.8mm

1.0kV  X1,000 10um WD 7.8mm SP 1.0kV  X2,500 10um WD 7.8mm

Figura 45 - Fotomicrografias de SpHL-CDDP liofilizado, com trealose, ap6s congelamento lento
obtidas por microscopia eletronica de varredura. Aumento de (A) 250 vezes, (B) 500 vezes, (C)
1000 vezes e (D) 2500 vezes, respectivamente.
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CONCLUSAO



CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho foi otimizar o processo da producéo piloto e desenvolver um
programa de liofilizacdo de uma formulacdo de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo
prolongada contendo cisplatina (SpHL-CDDP).

Na producdo de SpHL-CDDP, segundo o método REV em escala laboratorial, na
reducdo da concentracdo inicial da solucdo de CDDP, uma melhor eficiéncia na producao de
SpHL-CDDP foi atingida quando foi utilizada a solucdo de CDDP 0,5 mg/mL, resultando em
menor quantidade de CDDP livre a ser recuperada apos a etapa de purificacdo do processo de
producao.

Na busca de solventes alternativos ao éter etilico, foram selecionados as misturas de
acetato de etila:etanol 1:1 e 2:1 (v/v) para a producdo de SpHL-CDDP, em escala laboratorial,
segundo método REV. No entanto, apesar destas misturas de solventes terem sido capazes de
formar vesiculas lipossomais, uma dispersdao homogénea, com diametro médio de 127,6 nm e
o melhor teor de encapsulacdo (40,6 %) foi obtido pela utilizacdo do éter etilico como
solvente organico da formulacéo.

A producdo em escala piloto de SpHL-CDDP segundo a formacéo de SpHL-CDDP
pelo método REV usando o éter etilico, seguido pela homogeneizacdo por 6 ciclos a 500 bar
e, pela purificacdo por ultrafiltracdo resultaram em dispersdes homogéneas e adequadas a
administracdo 1V, com diametro médio das vesiculas de 94,6 nm e com aproximadamente 95
% das vesiculas com diametro inferior a 200 nm. Portanto, este método pode ser considerado
aplicavel a producdo de lipossomas.

O metodo DRV ndo apresentou resultados satisfatorios quanto ao diametro das
vesiculas, visto que o diametro médio atingido esta acima daquele almejado para uma
administracdo 1V, o que torna necessario a inclusdo de uma nova etapa de calibragdo ao
método. Além disto, SpHL-CDDP formados ndo foram capazes de encapsular todo o farmaco
disponivel, o que leva a necessidade de uma nova etapa de purificacdo dos lipossomas antes
da utilizag&o.

Em estudos preliminares para o desenvolvimento do programa de liofilizag&o, o estudo
do congelamento-descongelamento mostrou que os crioprotetores foram capazes de manter o
diametro das vesiculas ap6s o congelamento rapido e lento de SpHL. Mesmo na auséncia de
crioprotetores, o diametro médio de SpHL foi mantido apds o estresse do congelamento,
qguando o mesmo foi realizado lentamente. Estes resultados indicam que a presenca de DSPE-
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MPEG200 € dos crioprotetores sdo importantes componentes da formulagéo responsaveis pela
protecdo da bicamada lipidica.

Os crioprotetores também foram capazes de manter o didmetro das vesiculas de SpHL-
CDDP, durante o congelamento réapido. Entretanto, a concentracdo de crioprotetores (razéo
crioprotetor:fosfolipide 2:1 p/p) ndo foi suficiente para evitar o extravasamento de 50 % do
farmaco encapsulado.

Baseado nas curvas de liofilizacdo (ap6s congelamento rapido e lento), no aspecto
macroscopico e na caracterizacao fisico-quimica das formulacbes de SpHL, a trealose foi
escolhida como substancia crioprotetora, por ter sido capaz de reduzir o tempo de secagem
primaria, importante pardmetro para otimizagao do ciclo de liofilizagao.

SpHL-CDDP, foi liofilizado com trealose na razdo crioprotetor:fosfolipide 2:1 (p/p),
gerando pastilhas brancas e elegantes, de facil ressuspensdo, com teor de umidade residual
igual a 2,81 %. O ciclo de liofilizagdo durou aproximadamente 27 horas. Ap0s reconstituidos,
SpHL-CDDP retiveram 87,5 % da CDDP encapsulada e formaram vesiculas com diametro
médio de 302 nm, apesar de heterodispersas. Os resultados obtidos apontam o emprego da

liofilizacdo como uma alternativa para a producdo comercial de SpHL-CDDP.
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PERSPECTIVAS

A partir do trabalho realizado até o0 momento, sdo propostas as seguintes perspectivas:

v

Continuidade da pesquisa de solventes organicos alternativos para a produgdo de SpHL-
CDDP segundo método REV;

Inclusdo de uma etapa de esterilizacdo final na producdo de SpHL-CDDP em escala
piloto;

Desenvolvimento de um método para recuperacdo da quantidade de CDDP ndo
encapsulada;

Estudo da estabilidade de armazenamento dos SpHL-CDDP sob as formas liquida e
liofilizada.

Desenvolvimento de métodos analiticos para a quantificacdo de produtos de hidrélise e
oxidacdo em SpHL-CDDP;

Otimizar o programa de liofilizacdo a fim de produzir SpHL-CDDP homogéneos apos a
reconstitui¢do do liofilo;

Avaliar 0 uso de uma associagao de crioprotetores a fim de aumentar a Tc da formulacéo;
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