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RESUMO

Cisplatina (CDDP) é um farmaco antineoplésicozdiio no tratamento de cancer de ovario,
testiculo, cabeca, pescoco e pulméo. A encapsuldegd€DDP em lipossomas € uma
alternativa para burlar os efeitos colaterais gga® 0 desenvolvimento de resisténcia ao
farmaco, que limitam a sua utilizacdo. Contudojnsdabilidade fisica (agregacao/fuséo) e
quimica (hidrolise/peroxidacéo) limitam o uso desséestemas carreadores como produtos
farmacéuticos. O preparo de formas farmacéuticddizadas € uma estratégia empregada
para aumentar a estabilidade destas formulagcdesm Atlisso, faz-se necessario o
desenvolvimento de um processo de producdo desbpuss que seja economicamente viavel
e reprodutivel em larga escala. Portanto, o olgediste trabalho foi o estudo de diferentes
parametros relacionados a estabilidade quimicasieofquimica de uma formulacdo de
lipossomas pH-sensiveis furtivos de cisplatina (SGHDDP) assim como estabelecer um
processo eficiente para a sua producao em esdala. BpHL-CDDP foram produzidos em
escala piloto com o emprego de trés etapas, a :s@&veporacdo em fase reversa,
homogeneizacdo sob alta pressdo e ultrafiltracABVARAP/UF). A otimizacdo de
parametros relacionados a homogeneizacdo sobrakado (pressdo aplicada e niumero de
ciclos) e ultrafiltracdo (numero de ciclos) forawalkados nesse processo de producao piloto.
A pressao de 500 Bar e numero de ciclos igualadhf adotados para a producédo de SpHL-
CDDP, que apresentaram diametro igual a 99,0 % teor de encapsulacédo de 12,9 +
2,30 %. Duas substancias crioprotetoras, sacarogeatse, foram avaliadas quanto a
eficacia sobre o controle do didametro das vesiailasencado do material encapsulado, apés o
processo de liofilizacao/rehidratacdo, sendo alaseamais eficiente do que a sacarose,
mostrando menor aumento do didmetro das vesicAlastabilidade de armazenamento de
SpHL-CDDP foi avaliada mediante o acompanhamentval@cédo do diametro, potencial
zeta e teor de encapsulacdo. Apds 135 dias de anaraento, os SpHL-CDDP liofilizados e
sob a forma liquida ndo mostraram alteracdo do eti@me potencial zeta das vesiculas.
Entretanto, os SpHL-CDDP na forma liofilizada masim-se mais eficientes quanto a

retencdo da CDDP encapsulada do que a dispers&sdimal.

Palavras-chave:Cisplatina, Sistema de liberacdo de farmacos,dspmas, Crioprotetores,
Escalonamento, Estabilidade



ABSTRACT

Cisplatin (CDDP) is an antineoplasic drug usedliertreatment of ovary, testicle, head, neck
and lung carcinoma. The CDDP entrapment into lipgs® is an alternative to circumvent
severe side effects and the appearance of drugtaese which limit its use. However, the
physical (aggregation/fusion) and chemical (hydsmAperoxidation) instabilities limit the use
of these drug carriers as pharmaceutical productse preparation of freeze-dried
pharmaceuticals is a strategy used to improve tdtglisy of these formulations. Moreover,
the development of an economically feasible andodyxible process of liposome production
on a large scale becomes necessary. Thereforainthef this work was the study of different
factors related to the chemical and physico-chestedility of stealth pH-sensitive liposome
containing CDDP (SpHL-CDDP) as well as the estabfient of an efficient process for its
production in a pilot scale. SpHL-CDDP were produae a pilot scale using three stages,
namely: reverse phase evaporation, homogenizatmeruhigh pressure and ultrafiltration
(REV/HAP/UF). The optimization of factors relatéal the homonogenization under high
pressure (pressure and number of cycles) andilitaibn (number of cycles) was evaluated
in this process of pilot production. The pressefr600 Bar and number of cycles equal to 9
were adopted for the production of SpHL-CDDP whicbsented a mean diameter of 99.0 +
3.9 nm and encapsulation percentage of 12.9 + ZI8& cryoprotectants, sucrose and
trehalose, were investigated about their effecegsnto control the vesicles diameter and
retention of encapsulated CDDP after the freezeadiyehydration step. The trehalose
showed a higher ability to the formation of smallesicles than the sucrose. The long-term
storage of SpHL-CDDP was evaluated by the altematof the diameter, zeta potential and
encapsulation of CDDP. After 135 days of storageeZe-dried or diluted SpHL-CDDP did
not show any alteration of the vesicle diameter zetd potential. However, the freeze-dried

SpHL-CDDP were superior on the CDDP retention timenliposomal dispersion.

Key words: Cisplatin, Drug delivery systems, Liposome, Crydpotants, Scale up, Stability
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INTRODUCAO

A CDDP é um dos farmacos mais efetivos e potesieterapia antitumoral. Essa é
utilizada frequentemente como tratamento de pranesicolha contra varios tipos de tumores
sélidos (KONDAGUNTAet al.,2005), porém apresenta alguns inconvenientes;dai®: 0s
efeitos adversos graves, o desenvolvimento det&asia ao farmaco, a rapida inativacao,
além de incompatibilidades farmacotécnicas dursméeadministracdo (MONEt al.,2005).

O desenvolvimento de farmacos analogos e de novasifacdes sdo estratégias atualmente
utilizadas para aumentar a eficacia e segurancdildacdo da CDDP. Uma forma de reduzir
os efeitos colaterais e toxicos, assim como aumeniadice terapéutico da CDDP, é a sua
encapsulacao em lipossomas (VELINO¥#al.,2004).

Lipossomas sdo sistemas lipidicos dispersos comkif freqlientemente por
fosfolipides, os quais em meio aquoso se organiesppntaneamente em bicamadas
formando vesiculas esféricas (LASIC, 1998). O esddnteresse no uso de lipossomas como
carreadores de farmacos exige procedimentos gndasteaos padrbes farmacéuticos quanto
a preparacédo e caracterizagdo das vesiculas. Bnergds tecnologicos aceitaveis devem ser
reprodutiveis em larga escala e economicamenteigidVEMURI;RHODES, 1995). Além
disso, para serem empregados como carreadoresndact®s, também é importante que os
lipossomas mantenham-se suficientemente estaveisnp@eriodo de tempo razoavel. Esses
podem sofrer mudancas tanto fisicas quanto quirdisaste a estocagem. A estabilidade dos
lipossomas sob a forma liquida é reduzida devidofamdmenos de agregac¢do e/ou fuséo e
devido ao fato dos fosfolipides, constituintes wasiculas, sofrerem hidrélise e oxidacao em
meio aquoso. Esses fenbmenos de instabilidade eldsulas podem ocasionar a perda do
material encapsulado. A liofilizacdo na presencagkntes crioprotetores é uma alternativa a
obtencdo de um sistema de liberacdo de farmacos estével (CHOWet al., 1995;
VEMURI et al.,1995; MOHAMMEDet al.,2006).

Assim, nesta dissertacdo de mestrado, foi realizagstudo de preparo de SpHL-
CDDP sob a forma liofilizada, seguido de avaliagg@aum processo para a sua producéo em
escala piloto e do estudo de sua estabilidade qaienfisico-quimica .
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REVISAO DA LITERATURA

1 Cancer

O céancer é uma doenca que pode acometer divergaesoe tecidos de diferentes
origens histoldgicas. Pode se manifestar comatifes comportamentos biolégicos que tém
em comum o crescimento desordenado das célulasrgdmismo. As caracteristicas que
diferenciam os diversos tipos de céncer entre sawade acordo com o tipo de célula
acometida, sua velocidade de multiplicacdo e acidgde de invadir tecido e Orgaos
distantes, originando as metastases. O surgiment@mtcer ocorre através da transformacao
de uma célula normal em célula cancerosa devidibeeagdo do seu DNA. As causas do
cancer séo variadas e estdo associadas a padiigagirus, a acdo de substancias quimicas
do meio ambiente ou da alimentacdo, ou ainda aénfiia de agentes fisicos, tal como a
radiacdo. A célula cancerosa prolifera-se desod#enante, perde a capacidade de aderéncia,
invade os tecidos vizinhos, penetra nos vasos $awgl e linfaticos e espalha-se pelo
organismo, estabelecendo-se em locais distantesuaeorigem, onde produz os tumores
secundarios (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2000).

O cancer é a segunda maior causa de morte nos paikestrializados depois das
doencgas cardiovasculares, onde uma em cada q@assogs adquire a doenga e uma em cada
cinco morre (FONTE®t al.,2005). E objeto de estudo de varios centros dguisssem todo
o mundo, sendo o responsavel por 12% das mortess de seis milhdes de pessoas a cada
ano. Também no Brasil, as neoplasias constituemgansla maior causa de morte. Além
disso, cerca de 500.000 novos casos de canceragfimsticados por ano (INCA, 2006).

Os genes que participam na formacdo de tumoregp@cipalmente os que, nas
células normais, estdo envolvidos com o controlecato celular, o reparo do DNA
danificado ou a apoptose. O ciclo celular é o @esaeasico de génese de novas células e
compreende os fendbmenos que ocorrem desde a farndec@ima célula até sua propria
divisdo em duas células-filhas. A intérfase repres® periodo compreendido entre duas
divisdes e ocorre em trés fases consecutivas deadas G1, S e GZi) em G1 as células
apresentam intensa atividade de sintese de RNAmateinas, com marcante aumento do
citoplasma;(ii) no periodo S a célula duplica o seu conteado dé& BNiii) em G2 ocorre
discreta sintese de RNA e de proteinas que saonatssepara mitose. Tendo passado pelas
fases da intérfase, o nucleo entra em processavidia ou mitose. O periodo onde néo

ocorre a proliferacdo das células € denominadoNa6.se conhece o mecanismo de acéo de
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todos 0s genes supressores de tumores, porém algdificeam proteinas que mantém as
células em GO, portanto fora do ciclo mitético. dane supressor muito estudado € o p53, e
aproximadamente 50% de todos os tumores malignosamos apresentam mutacdo ou
delecdo deste gene. O gene p53 normal suprimensa¢éo do cancer através de diversos
mecanismos, impedindo que as células com DNA dacié entrem na fase S do ciclo
mitético, até que o DNA seja reparado, ou deserachimle mecanismo de apoptose da célula
danificada (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2000).

Uma caracteristica marcante dos tecidos tumoraitato do pH extracelular (piHser
mais acido que o pH dos tecidos normais. O pH detrdar (pH) de ambos os tecidos é
relativamente similar devido a necessidade de sgemam ambiente favoravel para as varias
atividades citoplasmaticas. Portanto, o @tibstancialmente reduzido no tumor quando
comparado com o tecido normal, promove um gradidatpH celular diferente nestes dois
tecidos. Uma das hipbteses mais aceitas para axplibaixo pH nos tecidos tumorais é o
clearanceineficiente dos metabdlitos acidos produzidos uhera glicélise aerdbica intensa
da célula cancerosa (STUBRSal, 1999).

2 Tratamento do cancer

Existem trés principais tipos de tratamento paredncer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. A técnica cirdrgica pode levar a oe&o de tumores com eficacia, nos casos
em gue ndo apresentam metastase. A radioterapanig@ate raios gama, radioisétopos como
cobalto-60, raios X e até protons e mésons pi hagté usada comumente em conjunto com
a cirurgia, com incremento da eficacia do tratameBhtretanto, na ocorréncia de metastase,
faz-se necessaria uma abordagem sistémica, quespo@éetuada, em cerca de 60-70 % dos

casos, com a quimioterapia (ALMEID& al., 2005).

2.1 Cisplatina

A cis-diaminodicloroplatina (1) (CDDP) € um compte inorganico divalente
hidrossoluvel que contém platina. CDDP e outrosméoos relacionados, como a
carboplatina, formam fortes intermediarios elelicdé que atuam via substituicdo
nucleofilica na formacéo de ligacbes cruzadas né PBOULIKAS;VOUGIOUKA, 2003).

O mecanismo de acdo da CDDP envolve a entraddula,a@nde o ion cloreto se dissocia e
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gera um complexo que reage com a agua. A subéiituidg cloreto por 4gua fornece uma

molécula carregada positivamente, a espécie atigaddroga, a qual, a seguir, reage com
acidos nucleicos, formando ligacdes cruzadas ilanaéntares, provavelmente entre N7 e O6
das moléculas de guaninas adjacentes, o que resultana desnaturacéo local da cadeia do
DNA (BOULIKAS;VOUGIOUKA, 2003).

Considerado um dos farmacos mais efetivos e pateméeterapia antitumoral, a
CDDP é frequentemente utilizada como tratamentpritieeira escolha contra varios tipos de
tumores sélidos, incluindo cancer testicular, caneia de ovario, cancer de cabeca e pescoco
e cancer de pulméo (KONDAGUNT#t al.,2005; MUGGIA;FOJO, 2004; SHIRAZt al.,
1996; LE CHEVALIERet al.,1994; GUILLOTet al.,1992).

2.1.1 Vias de administracdo da CDDP

2.1.1.1 Administrag&o intravenosa

A CDDP é geralmente administrada por via intravan@¥) e é disponibilizada
comercialmente como solucao injetdvel na concedirde 1 mg/mL. Os esquemas tipicos de
administracédo intravenosa de CDDP, como agente (anigdultos ou criangas, sédo: 50-100
mg/nf como infusdo IV a cada 3 ou 4 semanas; ou infli§dde 15-20 mg/rh por dia
durante 5 dias consecutivos, a ser repetido aXadad semanas (MARTINDALE, 2005).

2.1.1.2 Administrag&o intraperitoneal

A CDDP também tem sido administrada por via intridpeeal com a finalidade de se
atingir niveis tumoricidas do farmaco localmente, mesmo tempo em que os efeitos
colaterais sistémicos sdo minimizados (TAMURtal, 2002). Grande parte dos estudos da
eficacia da administracéo intraperitoneal tém adtrado agentes quimioterapicos para o
tratamento da carcinomatose peritoneal e do caveerano. Como 50 % dos pacientes com
doencas malignas gastrointestinais e ginecologagassentam carcinomatose peritoneal logo
apos cirurgia local, hd um grande interesse enratilessa “nova” via de administracao
(PHILLIPS et al, 2002). A razdo para a terapia intraperitoneaténter ovariano € porque o
peritdbnio recebe exposicdo sustentada a altas wwacées dos agentes antitumorais

enguanto tecidos sadios, como a medula 6sseagldivamente poupados (ARMSTRONG
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et al.,2006).

Hrinbaschek e colaboradores (2001) relataram gagnanistracao intraperitoneal de
CDDP e mitomicina evitou a carcinomatose peritomealmodelo animal (ratos). Armstrong
e colaboradores (2006) conduziram um estudo no fguakalizada a administracéo loco-
regional de CDDP na cavidade abdominal de pacieat®scarcinoma ovariano estagio Il ou
carcinomatose peritoneal priméaria, que levou a wetucdo de 25% de mortalidade se
comparada a administracao intravenosa. Embora gaerte dos farmacos administrados por
essa via sejam rapidamente depurados do fluidtopegl, essa forma de administracéo pode
atingir picos de concentragcdes mais elevadas filesse quando comparadas com 0 mesmo
farmaco administrado por via intravenosa (PHILLIEtSal., 2002). Goel e colaboradores
(1989) demonstraram que a administracdo de CDDRigantraperitoneal resultou em uma
concentracdo de 12 a 15 vezes maior na cavidader@al que a concentracdo plasmatica.

A maioria dos farmacos antitumorais sao molécuidsobsoliveis pequenas, como a
CDDP, que sdo absorvidas rapidamente através dofares e atingem a circulagédo
sanguinea. Isto dificulta a manutencdo de uma otraggio adequada do farmaco na
cavidade intraperitoneal por longos periodos. Coa® particulas corpusculares séo
absorvidas lentamente pelo sistema linfatico semanseabsorvidas pelos capilares, ficando
retidas na cavidade peritoneal, a profilaxia dacinamatose peritoneal € uma aplicacédo
potencial dos lipossomas contendo agentes antiaimmUMAGAI et al.,1996).

2.1.2 Inconvenientes da utilizacdo da CDDP

A CDDP apresenta como inconvenientes da sua @#lzaos efeitos adversos graves,
o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco e &uida inativacao devido a complexacao
com o plasma e proteinas teciduais, além de inctibijsiades farmacotécnicas durante sua
administragcdo. Os efeitos toxicos deste farmaco, ammais e humanos, incluem
nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade elosupressdo. Contudo seu principal
efeito adverso dose-limitante € a nefrotoxicidaBOJLIKAS;VOUGIOUKA, 2003). Os
efeitos nefrotoxicos da CDDP séo cumulativos e auame com a dose e duracdo do
tratamento (MARTINDALE, 2005).

A resisténcia & CDDP parece envolver uma combinagionecanismos incluindo
diminuicdo do transporte do farmaco, aumento dexifetacdo celular devido a glutationa e

metalotioneinas, e aumento na capacidade de repluar, bem como alteracdes nas vias de
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apoptose celular (MONTét al.,2005). Como exemplos de incompatibilidades da CD&R
outros farmacos ou constituintes da formulacdo mode citar: (i) sua precipitacdo em
presenca de etoposideo dissolvido em solucédo deta@lde soédio 0,9 %ji) precipitacdo em
presenca de tiotepa dissolvida em solucdo de glieos % e(iii) degradacdo da CDDP
decorrente de sua interagdo com trometamol, unpiexte utilizado na formulagdo de 5-
Fluouracila (TRISSElet al.,1996; FOURNIERet al 1992).

Existem duas estratégias para aumentar a segutangi#lizacao deste farmaco: 1) o
desenvolvimento de farmacos analogos, como a phathta e a oxaliplatina e 2) o

desenvolvimento de formulagdes alvo-especificas.

2.2 Novas propostas para a quimioterapia dos compos de platina

Apés a introducdo da CDDP e demonstracdo de spariémcia no tratamento de
cancer ovariano e testicular, houve a necessidadéedenvolvimento de andlogos menos
toxicos. CDDP se tornou o protétipo de uma classeagentes antineoplasicos, muitos dos
quais foram abandonados em estudos pré-clinicos eou estagios clinicos de
desenvolvimento, enquanto poucos foram inseridastiga clinica (JAKUPEt al.,2003).
Estudos anteriores levaram ao desenvolvimentosadakgos, carboplatina, oxaliplatina e
satraplatina, o primeiro complexo de coordenacagpldéina administrado por via oral,
representados na Figura 1. Nos estudos mais recentwincipal foco € o desenvolvimento
de complexos que superem 0s principais mecanisraogegisténcia do tumor a CDDP,
denominados cis-aminodicloro(2-metilpiridina)plaifh) (ZD0473) e trans-
amino(diclorociclohexilamina)dihidroxiplatina (IMJM335).

A carboplatina [cis-diamino(1,1-ciclobutanodicarbbato)platina Il] € menos toxica
aos rins e sistema nervoso, e causa menos naésesse do que a CDDP. Entretanto, efeitos
adversos hematolégicos sdo mais frequentes com ili&zagdo da carboplatina
(BOULIKAS;VOUGIOUKA, 2003). Outro farmaco de segunderacdo, a nedaplatina (cis-
diaminoglicolatoplatina 1l), desenvolvida e utildaa no Japdo, apresenta propriedades
toxicolégicas melhores que a CDDP. A mielosupress@mse-limitante e toxicidades nao-

hematoldgicas sao geralmente leves (JAKUREAEL.,2003).
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Figura 1 — Estrutura quimica dos complexos de platia.

A ocorréncia de resisténcia cruzada entre a CDBXBpplatina e nedaplatina torna os
dois ultimos farmacos inefetivos no tratamento @eigntes que ndo responderam ao

tratamento prévio com CDDP.

Oxaliplatina apresenta como efeitos colaterais airatexicidade, toxicidade
hematoldgica e gastrointestinal. Possui vastocefititumoricida, tanto in vitro quanto in
vivo, melhor perfil de seguranca que a CDDP e augéte resisténcia cruzada a CDDP e
carboplatina. Sua acdo antineoplasica € otimizadadp administrada em combinagcdo com
outros agentes como o 5-fluorouracil e gencita@@ULIKAS;VOUGIOUKA, 2003).

3 Sistemas nanoestruturados para vetorizacéo de faacos

A associacao de farmacos j& em uso a um sistemsptdador, visando direcionar o
farmaco para a célula alvo e evitar os locais iedegis onde o farmaco exerce toxicidade,
oferece um ganho de tempo na fase de desenvolondsntum produto porque usa um
farmaco ja caracterizado do ponto de vista farndgpod (FREZARDet al., 2005). O
direcionamento de farmacos por meio de sistemasamores tem sido amplamente estudado.
A nanotecnologia, uma area do conhecimento cieatifie carater multidisciplinar, que

envolve a criacdo e utilizacdo de materiais, imsémtos e sistemas em uma escala
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nanométrica, esta associada a tecnologia farmaeéutd desenvolvimento de sistemas

transportadores de farmacos.

4 CDDP em sistemas nanoestruturados

InUmeras pesquisas cientificas tém utilizado nastessas para a veiculacdo da
CDDP, entre as quais sdo destacadas as nanopeatictl et al., 2006); microesferas
(KUMAGAI et al., 1996), nanocapsulas (VELINOVEL al., 2004, BURGERet al., 2002),
micelas poliméricas (NISHIYAMAet al., 2003) e lipossomas (STATHOPOULGS al.,
2006; RAMACHANDRAN, 2006; JUNIORet al.,2007a,b).

Microesferas constituidas de copolimeros de ac#tacotacido glicolico foram
desenvolvidas para a encapsulacdo de CDDP (CDDMARL&presentando diametro de
aproximadamente 100m e teor de encapsulacao de 5 % (KUMAGAIaI., 1996). CDDP-
PLGA foram administradas por via intraperitoneal @tas com carcinomatose peritoneal e
monstraram ser mais efetivas quanto a sobrevideadimsais do que a solucdo de CDDP.
Além disso, a preparacéo liberou o farmaco lentéenpor um longo periodo na cavidade
peritoneal.

Xu e colaboradores (2006) desenvolveram nanopkasiae CDDP constituidas de
caprolactona/polietilenoglicol ou caprolactona/patacrilato, com eficiéncia de
encapsulacao de aproximadamente 90 %. Estas n#oafza foram testadas em células de
adenocarcinoma de ovario SKOV-3, as quais saoahd@sistentes a CDDP, dentre outros
farmacos. As nanoparticulas de CDDP foram capaeesed internalizadas pelas células e
mostraram uma elevada eficacia antitumoral.

Burger e colaboradores (2002) desenvolveram unenséstlipossomal de CDDP,
constituido por razdes equimolares de dioleilfadilaerina e dioleilfosfatidilcolina, e
produzido por hidratacdo do filme lipidico seguidia congelamento-descongelamento. A
citotoxicidade dos lipossomas de CDDP foi aproxiamente 1000 vezes maior do que a
CDDRP livre e nesta formulacéo, o farmaco apressatsob a forma de agregados.

Micelas poliméricas constituidas por polietilenogliacido poliglutamico e CDDP
foram investigadas quanto a capacidade de comstituim sistema de liberacdo de farmacos
tumor-especifico. A concentracdo de CDDP nas nscielade 39 %. As micelas contendo
CDDP apresentaram elevada estabilidade em aguanonem solucbes muito diluidas.
Entretanto, em solucgdes ricas em ions cloretos egtalissociam acompanhadas de liberacao
da CDDP (NISHIYAMAEet al.,2003).
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Uma formulagéo de lipossomas de CDDP, Lipoplatiri@®, desenvolvida com a
finalidade de reduzir a toxicidade sistémica da @Dddireciona-la aos sitios tumorais. Essa
formulacdo é constituida por dipalmitoilfosfatidibgrol, fosfatidilcolina, colesterol e
diestearoilfosfatidiletanolamina acoplada ao pidiebglicol 2000, com diametro vesicular
médio de 110 nm. Lipoplatin® € menos toxica quelde livre em ratos. Lipoplatin® 3
mg/mL (concentracdo referente a CDDP) deve ser zanaala ao abrigo da luz, devido a
fotossensibilidade (BOULIKAS, 2004). Estudos closade fase I-1l, associaram gencitabina
com CDDP lipossomal, para avaliacdo de eficaciaxecilade, em pacientes refratarios a
tratamentos anteriores utilizando somente genaigab© avanco detectado foi a menor
toxicidade observada, atribuida ao uso de Lipopga{STATHOPOULOSet al.,2006).

Outra formulacdo de CDDP lipossomal, denominada(3P] foi delineada a fim
“direcionar a CDDP” as células tumorais atravégeatardo da excrecéo renal e aumento do
tempo de circulagdo, para reduzir a toxicidade ionada pela CDDP na sua forma livre
(ndo-encapsulada) e evitar os procedimentos piioiicomo hidratacdo e utilizacdo de anti-
emeéticos. Entretanto, reacfes graves de hiperdefesile aos componentes da formulacéo
fizeram necessaria a profilaxia com corticoster®ideanti-histaminicos. (JAKUPE& al.,
2003). Resultados dos estudos pré-clinicos saditemités ja que enquanto um estudo indica
que SPI-077 exibiu atividade superior a CDDP lieme modelos tumorais de camundongos
(NEWMAN et al.,1999), outro sugere que a CDDP néo ¢ liberadate gdas lipossomas de
maneira suficiente (ZAMBONgt al.,2000 apud JAKUPEGEt al.,2003).

Estudos realizados por Junior e colaboradores @08&monstraram que os SpHL-
CDDP apresentam uma maior atividade citotéxica es@btinhagem celular A549 (células
cancerosas de pulmdo humano) do que a CDDP livéen Alisso, essa formulagédo exibiu a
mesma eficiéncia em células sensiveis e em céksastentes a CDDP, 0 que sugere que essa
pode burlar os mecanismos de resisténcia oferepielas células a penetracéo do farmaco.

Estudos de difracdo de raios-X foram efetuados rostas de lipossomas de CDDP
estericamente estabilizados SPI-077 sob as forigasdd, congelada e liofilizada. As
moléculas de CDDP encapsuladas mantiveram-se caimeitte estaveis e nao sofreram
hidrolise. Os dados obtidos mostraram ainda quBRRCformou uma solucao supersaturada.
As amostras congeladas e/ou liofilizadas foram lanes as amostras no estado liquido,
demonstrando que nem o congelamento nem a ligfdzénduzem a cristalizagdo do farmaco
(ARCONeZet al.,2004).
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5 Lipossomas

5.1 Definicéao

Lipossomas sdo sistemas lipidicos dispersos comkif freqlientemente por
fosfolipides, os quais em meio aquoso se organieappntaneamente em bicamadas
formando vesiculas esféricas. Essas bicamadasdaouuma cavidade aquosa interna e se
encontram envolvidas por um meio aquoso (Figur&ahsiderando que os lipossomas séo
constituidos por moléculas anfifilicas, os mesm@s sapazes de encapsular substancias
hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas. Moléculdsdrofilicas sdo encapsuladas na sua cavidade
interna, onde estdo presentes 0s grupos polardesfoBpides. As substancias lipofilicas sao
acomodadas na regido apolar da bicamada e adieadifao longo de toda sua extenséo,
interagindo com a regido apolar e polar. Essesmsé&d lipidicos foram descritos, na década
de 60, por Bangham e colaboradores (1965) como lomdie membranas bioldgicas. A
utilizacdo dos lipossomas como sistemas de liberde&armacos foi proposta na década de
70. Entretanto, as primeiras formulacfes de lippsso estudadas ndo produziram o0s
resultados esperados, devido a instabilidade dsisulas, a baixa taxa de encapsulacdo dos
farmacos e a escolha inadequada da via de adragé@st{LASIC, 1998).
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Figura 2 — Caracteristicas estruturais dos lipossoas (Adaptado de FREZARDet al,
2005).
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5.2 Classificacéo

As propriedades quimicas e fisico-quimicas dos$ipmas variam de acordo com sua
composicao lipidica, diametro vesicular, lamelat@a carga superficial e método de

preparagao.

5.2.1 Lipossomas unilamelares e multilamelares

Os lipossomas sao classificados de acordo commuetti@ e nimero de bicamadas em
(i) vesiculas unilamelares pequenas (SUW),vesiculas unilamelares grandes (LUVjjig
vesiculas multilamelares (MLV). As vesiculas unidanes, formadas por uma bicamada
Gnica, sdo denominadas SUV quando possuem diacmtipreendido entre 25-50 nm e em
LUV, quando s&o maiores que 100 nm (Figura 3). iPessomas multilamelares sé&o
formados por bicamadas sucessivas, separadas p@adomentos aquosos, com diametro
compreendido entre 100-1000 nm (NEW, 1990; SAHQID32.

LIFOSSOMAS

Luv
SUV

Figura 3 — Classificacdo de lipossomas quanto aoadnetro e nimero de bicamadas
(Adaptado de LASIC, 1998).

5.2.2 Lipossomas convencionais e furtivos
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Os lipossomas convencionais, quando administradosvia endovenosa, sofrem
adsorcao de proteinas séricas (opsoninas), ocasiorsaa captura pelas células do sistema
fagocitario mononuclear (SFM), sobretudo no figdolago e medula 6ssea. Foi observado
que a incorporacdo, na membrana dos lipossoma$ipideos acoplados a polimeros de
etilenoglicol (PEGSs), altera sua interacdo com diante, sendo o efeito mais importante o
impedimento da captura pelos macrofagos e a prai@itg de sua presenca na corrente
sanguinea. Esses lipossomas, denominados liposdartiges, permitem uma distribuicdo
do farmaco para outros orgaos além daquele do FEMITESet al., 2005). Concentracdes
de 5-10 % de fosfatidiletanolamina acoplado a PEESREG) de massa molecular 1000-2000
Da conferem excelente estabilidade as formulagdeRICH, 2002).

Antes do advento das formulacdes com polimerosofiidos acoplados aos
fosfolipides, foram utilizados lipossomas pequemosn membrana rigida e neutros, como
tentativas de reducao da acao do SFM sobre ostipwss. Entretanto, esse tipo de lipossoma
tém sérias desvantagens como sistema de liberagdarchacos, que incluem: pequeno
volume interno de encapsulacédo, aumento do diardasoesiculas durante armazenamento,
poucas substancias disponiveis para esse tiporoilegdo e perfil farmacocinético dose-
dependente (PAPAHADJOPOULOS;GABIZON, 1995).

5.2.3 Lipossomas pH-sensiveis

O uso de lipossomas pH-sensiveis como sistemasbdeddo de farmacos foi
sugerido a partir da observagédo de que tecidosreage(tumores, metéstases, inflamacdes e
infeccdes) apresentam um pH menor do que os tenmosais (GULINOet al., 1967), além
do fato de que alguns tipos de virus desenvolveestratégias para aproveitar-se da
acidificacdo do meio do limen endossomal para tafeglulas (SIMOE®t al.,2004). Esses
lipossomas exibem transicfes de fases, caraatadstios seus constituintes fosfolipidicos,
que sao responsaveis pela desestabilizacdo dasilasstm meio acido e sédo estaveis em pH

fisiologico (pH 7,4).
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Figura 4 — Estruturas quimicas de CHEMS (A), DOPEB) e DSPE-PE G (C).

Os lipossomas pH-sensiveis sao constituidos pofolipisles derivados da
fosfatidiletanolamina (PE), como por exemplo, dadiifmsfatidiletanolamina (DOPE). Estes
derivados organizam-se em meio aquoso, a temparatubiente, sob a forma hexagonal, ndo
sendo capazes de se apresentar na forma de ves(&UEBGEL, 1986). A formacdo de
lipossomas com estes fosfolipides requer a adigdagéntes estabilizantes, normalmente
lipides carboxilados, como o hemisuccinato de telés (CHEMS), que em pH fisiologico
se encontram sob a forma ionizada (Figura 4). Eesstabilizantes sdo capazes de se inserirem
entre as moléculas de fosfolipides, e 0 aparetonda repulsdes eletrostaticas entre os
grupamentos carboxila, presentes no estabilizamtes grupos fosfato dos fosfolipides
favorecem a organizacdo lamelar (Figura 5), pdgaiilo a formacédo dos lipossomas. A
exposicdo dos lipossomas pH-sensiveis a um meip &esulta na protonacdo dos agentes
estabilizantes, com consequente desestabilizacdovekiculas e a liberagdo do material
encapsulado (OLIVEIRAt al.,2000).
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Figura 5 — Fases de agregacao dos lipides em mejmaso (Adaptado de LASIC, 1998).

6 Propriedades fisicas e fisico-quimicas dos lipassas

As propriedades e aplicagBes dos lipossomas depededs caracteristicas fisicas e

fisico-quimicas de suas membranas.

6.1 Transicdo de fase dos lipides

A fluidez da bicamada, quando constituida de uncditipo de lipide, depende da
temperatura de transicéo de fase do estado gelqsphra o estado liquido-cristalino (fluido)
(Tm) (Figura 6). Quando a temperatura do meio @liguTm, as cadeias carbdnicas dos
lipides passam do estado ordenado (s6lido) pastad@fluido no qual as cadeias carbdnicas
encontram-se desordenadas e tém grande liberdadewdemento. Portanto, de acordo com a
Tm, as membranas lipossomais de diferentes congi@ssigodem exibir diferentes niveis de
fluidez sob as mesmas condi¢Oes de temperatypareabilidade da bicamada depende da
fluidez da membrana e da natureza do soluto enlealisuA taxa de permeabilidade mais
elevada ocorre na Tm e € menor no estado “gel” emparacdo com o estado fluido
(FREZARDet al.,1999).
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Figura 6 - Comportamento de fases das membranas lficas (Adaptado de FREZARD
et al., 2005).

Um componente lipidico importante, muito utilizaak composicéo dos lipossomas, é
0 colesterol. Este aumenta a rigidez das membmaoasstado “cristal-liquido” e reduz a

rigidez e os defeitos estruturais das membranastaclo “gel”.

6.2 Diametro das vesiculas

A obtencédo de lipossomas com diametro reduzidostiliichio homogénea das
vesiculas é um importante fator para garantia dabidisade dessa forma farmacéutica.
Muitos estudos utilizam lipossomas unilamelares ¢ggneos com diametro compreendido
entre 50 e 150 nm. Essa faixa € um meio terme enteficiéncia de encapsulagdo (aumenta
de acordo com o aumento do diametro), a estabdidadipossoma (diminui com o0 aumento
do diametro acima da faixa 6tima de 80-200 nm)pmacidade de extravasamento (diminui
com o aumento do diametro) (LASIC, 1998).

No presente trabalho, foi estudada uma formulac@ondcéutica destinada a
administracdo parenteral. A Farmacopéia americéfaedicdo (USP 29), classifica as
emulsdes injetaveis lipidicas de acordo com o di@maédio vesicular (DMV) e inclui os
lipossomas na classe das microemulsdes, istordufacdes lipidicas cujo DMV seja menor
que 0,1 um. Os limites farmacopéicos para a garatdi estabilidade de armazenamento
destas formulagdes preconizam que estas apresehteantre 6-9, DMV menor ou igual a
500 nm, concentracdo de acidos graxos livres mgner0,07 mEg/g e que a concentracao
percentual peso/volume de globulos maiores quensseja menor que 0,05 % do total da

fase dispersa (DRISCOLL, 2006). Como os capilasggsineos possuem diametro interno
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entre 4 e Qum, o limite de 5um apresenta relevancia fisiolégica, por ser umvergvo da

oclusdo da microvasculatura.

Séo utilizadas diferentes técnicas para analisedi@metro e distribuicdo dos
lipossomas. Dentre estas estdo compreendidascaéate espalhamento da luz (BERGER, N.
et al.,2001; CASALSet al.,2003; YANGet al.,2006) e microscopia, como microscopia de
criofratura (BERGERet al., 2001) e microscopia de forca atdbmica (RU@ZIal., 2005;
RAMACHANDRAN et al., 2006). Neste trabalho foi empregada a técnica rdetamla
espectroscopia de correlacédo de fétons (PCS) palhesnento dindmico da lu@gasielastic

Light Scatteriny na analise do didametro das vesiculas lipossomais.

A técnica de PCS consiste em atravessar determaradatra com um feixe de laser,
de modo que as particulas presentes espalhem @ kegpalhamento da luz esta relacionado
ao movimento browniano das particulas de modo quoeeasidade da luz espalhada por estas
forme um padrdo de movimento. Por meio da dispatadaz, torna-se possivel determinar o
didametro médio das particulas. Particulas menoées capazes de movimentarem mais
rapidamente e causam rapidas modificacbes no espeitio da luz. Por outro lado,
particulas de maior diametro, as quais possuem maewoeficientes de difusdo, resultam em
menores flutuacdes na intensidade do espalhamentozd(HASKELL et al., 1998). Esta
técnica permite a medida de particulas cujos di@sestejam compreendidos na faixa de 1 a
5000 nm (MALVERN INSTRUMENTS, 1996a).

6.3 Potencial zeta

A medida do potencial zeta € uma ferramenta muitma deteccdo da magnitude de
interacdes repulsivas entre as particulas coloidaés comumente utilizada para avaliar a
estabilidade dos colbides (CASAl$Bal.,2003).

O potencial zeta pode ser definido como a cargatemte na fronteira entre a
superficie de uma particula individual e seus associados, no plano de cisalhamento. A
carga nao pode ser medida diretamente, mas podieteseninar a grandeza da carga elétrica
pelas medidas da mobilidade eletroforética dasiqodas submetidas a aplicacdo de um
determinado campo elétrico (FLORENCE;ATTWOOD, 2003)

Para a determinagdo do potencial zeta dos lipassdan utilizado um método que

consiste na incidéncia de um feixe de luz e apicage um campo elétrico de forca
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conhecida através da amostra. Neste método, aEubast carregadas se deslocam com
velocidades distintas induzindo deslocamentos dgquéncia do feixe de luz incidente,
gerando um espectro de frequéncias. As frequésé@mentdo utilizadas para os calculos das
velocidades, as quais séo convertidas para vatleresobilidades eletroforéticas. Através da
aplicacdo da equacédo de Henry (Figura 7) pode-&® ateterminar o potencial zeta das
particulas. Nesta equacéo, a funcdo de Henry, f{¥a)e ser representada pela aproximacéo
de Huckel, igual a 1, quando o diametro da pasdiéumuito menor que a espessura da dupla
camada de cargas ao redor da particula. Utilizaagroximacdo de Smoluchowsky, igual a
1,5, quando o diametro da particula é maior quspessura da dupla camada de cargas
(MALVERN INSTRUMENTS, 1996b).

_ 2edt(Ka)
3N

na qual, Ue € a mobilidade eletroforéticagé a constante dielétrica da amostr&, o
potencial zeta, f(Ka) é a funcdo de Henryéa viscosidade do solvente.

Ue

Figura 7 — Equacéo de Henry utilizada no céalculo dpotencial zeta das particulas.

6.4 Teor e eficiéncia de encapsulagao

O teor e a eficiéncia de encapsulacdo de uma suistém lipossomas sao dois
parametros importantes que devem ser consideraa@saolha do método de preparacao,
sobretudo quando se procura desenvolver uma cogdgoarmacéutica. Esses parametros
podem ser otimizados através da escolha do métedenchpsulacdo e da manipulacdo da
composicéo lipidica da membrana. E importante eruffio de altas taxas de encapsulacao,
particularmente quando o farmaco possui doses ddsv@u quando nao é possivel o
reaproveitamento do farmaco néo-encapsulado. A&eléarmaco/lipide também devera ser
maximizada, visto que determina a quantidade deldi@ ser administrada ao paciente.
Assim, quanto menor for a quantidade de lipideutatta, menores serdo os riscos de efeitos
colaterais associados aos mesmos (FREZ&RA), 2005; SWARBRICK;BOYLAN, 1994).
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7 Estabilidade quimica e fisico-quimica dos lipossmas e do farmaco encapsulado

Para funcionar efetivamente como um vetor de faos\a€ importante que o0s
lipossomas mantenham-se suficientemente estaveisnp@eriodo de tempo razoavel. Esses
podem sofrer mudancgas tanto fisicas quanto quindoasnte a estocagem. As mudancas
fisicas podem ocorrer nas vesiculas fosfolipididasluindo agregacdo e fusdo. J4 as
mudancas quimicas incluem hidrolise das ligacodsr s fosfolipides em dispersdes
aquosas de lipossomas e oxidacdo dos fosfolipidescgntém acidos graxos insaturados,
bem como a oxidacdo do colesterol. Todas essasfdraracées podem causar a perda do
material encapsulado (CHOWt al., 1995). As instabilidades fisicas também podem ser
provocadas durante as transicOes de fase dosdjmdéetanto, a inclusdo de colesterol ou
derivados nas bicamadas podem reduzir ou erracdsaes fendbmenos de transicao
(MCMULLEN et al.,1993).

7.1 Estabilidade fisica

A estabilidade fisica de lipossomas pode ser eitarmbmo um tipo de estabilidade
coloidal. Um dos aspectos mais importantes dedabikdade € a mudanca do tamanho das
particulas e de sua distribuicdo. As mudancas rmstersa coloidal podem ocorrer
principalmente por dois mecanism@g:a nivel molecular, pela troca molecular assimatric
(conhecido como maturacdo de Ostwa(id),a nivel de particulas ocorre na maioria das vezes
agregacéo, fuséo, coacervacao ou flutuacao/pracsmt No caso de lipossomas, agregacgéao e
fusdo sdo as principais fontes de instabilidadeedagdo de lipossomas neutros € causada
por interacbes de Van der Waals, e tende a ser pnamsinciada em vesiculas grandes.
Embora fatores como residuos de solventes e tiE@bementos possam potencializar esse
processo, a formacdo de agregados de lipossomasféndmeno natural e inevitavel para
membranas sem carga. A maneira mais simples deroantessa situacdo € utilizar lipides
carregados na formulacdo (NEW, 1990). Casals eboddores (2003) afirmam que a
presenca de 25 % de lipides carregados conferesufitégente estabilidade eletrostatica que
evita a agregacdo e fusdo de vesiculas por umdoeede 3 meses, a 4° C. Outra forma de
aumentar a estabilidade dos lipossomas é revastidm polimeros hidrofilicos n&o-ibnicos,
como PEG, o que leva ao aparecimento da repulshaddacao caracterizada pela presenca

de uma barreira estérica que impede a aproximaggwasiculas (ULRICH, 2002).
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7.2 Estabilidade quimica

Muitas dispersbes de fosfolipides contém lipidesatuirados (cadeias acila) como
parte de sua cadeia molecular. Os lipides insatarabfrem degradacdo oxidativa ou
peroxidacao lipidica. Essas rea¢des podem ocauranté a preparacdo, 0 armazenamento ou
no momento do uso. A peroxidacdo € um processo leampnvolvendo reacdes radicalares
que resultam na formacéo de peréxidos ciclicosloperoxidos. Essa degradacao oxidativa
acontece rapidamente se os lipides insaturadoforein protegidos durante a preparacéo e o
armazenamento. Devem ser protegidos pela manuteamaatmosfera de gas inerte, como
nitrogénio ou argonio; pela remocao de metais meséatlicdo de EDTA) ou pela adicao de

antioxidantes, como alfa-tocoferol ou butilhidratiteno.

A hidrélise dos lipides leva a formacao de listdbpides (Figura 8) e acidos graxos
livres. Os lisofosfolipides podem ser posteriorradritirolisados em glicerofosfocompostos e
acidos graxos. Esses produtos de reagdo poderarateigidez da bicamada lipossomal, a
retencdo do material encapsulado e o diametro eklsisutas e, portanto, devem ser mantidos
em niveis minimos (VEMUR®t al., 1995).

o
IIZI' H OH
H’ 8 o

Figura 8 — Estrutura quimica do lisofosfolipide daDOPE (1-oleil 2-hidroxi glicero-3-
fosfoetanolamina).

7.3 Hidrélise da CDDP

Em solucdo aquosa, os atomos de cloro da CDDP adlménte substituidos por
ligantes “aquo” (Figura 9), originando espéciessmaativas. Parte destes ligantes podem ser
desprotonados a “hidroxo” ligantes, que ocasionaa uwhiminuicdo da reatividade do
complexo (JAKUPECet al, 2003). Visando a manutencédo da integridade di&aula do
farmaco, a solucdo de CDDP deve conter, no minichareto de soédio 0,2 % pl/v
(THOMPSON, 1998).
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Figura 9 — CDDP e seus produtos de hidrdlise.

8 Liofilizacao

Com o objetivo de aumentar a estabilidade fisigaimica dos lipossomas, 0 processo
de liofilizacdo tém sido utilizado, aumentando dedsrma a vida de prateleira das
formulacfes lipossomais (YANGt al., 2006). Em relagdo a estabilidade desta forma
farmacéutica, a utilizagdo de uma suspensdo aquos@m um produto comercial é
questionavel. Em contraste, uma preparacao “sexa’ er hidratada imediatamente antes da
sua utilizacdo pode evitar muitos problemas asdosiacom as dispersfes aquosas de
lipossomas. O processo pode ser aplicado sobreipoded ou sobre os lipossomas
propriamente ditos (PAYNEet al., 1986). Tem sido relatado que lipossomas contendo
moléculas encapsuladas podem ser liofilizados enstituidos com significante retengédo da
taxa de encapsulacdo e sem alteracfes signifisativdamanho das vesiculas (VEMURI
al., 1995).
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Liofilizagcdo é o processo empregado na desidratagisubstancias extremamente
sensiveis ao calor. Nesse processo, a solucdosperséo liquida € inicialmente congelada;
em seguida, a pressao sobre a matéria congeladuzda e, por fim, a agua € removida por
sublimacdo (AULTON, 2005). O processo de liofilida¢ envolve 3 estagios(i)
congelamento da suspensao lipossofiiglsecagem primaria (perda de agua por sublimacgéo
até 0,5 %) efiii) secagem secundéria (remocdo da &gua residualeacébt de pd seco
poroso) (MOHAMMEDet al.,2006; AULTON, 2005).

O programa de liofilizacdo empregado influencia casacteristicas do produto.
Lipossomas de fosfatidilcolina e colesterol (PC:QH®@aza&o molar 4:1, respectivamente)
foram submetidos a diferentes ciclos de liofilizag&eguindo as etapas de liofilizacao,
constituidas do congelamento, secagem primaricundéaria sob temperaturas de - 70 °C,
- 50 °C e - 30 °C, respectivamente (programad0);°C, - 40 °C e - 25 °C (programa 2) e - 30
°C, - 20 °C e - 10 °C (programa 3), as formulagiieprograma 1 e 2 mantiveram-se com
didametro vesicular médio menores que 200 nm quaodEscidos de crioprotetores; enquanto
que a formulacdo submetida ao programa 3 sofrenifis@fiva agregacdo e fusédo das
vesiculas (MOHAMMEDet al.,2007).

9 Crioprotecéo

Como dito anteriormene, a liofilizacdo é bastantkzado para prolongar a vida de
prateleira dos lipossomas. Entretanto, tanto o @angento quanto a secagem podem induzir
a danos, resultando no aparecimento de fendmelamsoreados a agregacdo e/ou fusdo das
vesiculas. Os lipossomas podem ter seu diameeaadd durante a liofilizacdo e/ou durante
a subsequente rehidratacdo se estabilizantes mglopr ndo forem empregados
(MOHAMMED et al., 2006). Assim sendo, para promover estabilidadieafidurante o
processo de liofilizacdo, agentes crioprotetoresaccaclicares (por exemplo: sacarose,
trealose e lactose) e seus derivados sado utiliz&domoacidos também tém sido estudados
guanto a sua capacidade crioprotetora (MOHAMM#ELRI.,2007).

A partir da observacao da capacidade de muitosimmas sobreviverem a completa
desidratacdo, em estado de anidrobiose, 0os pedqresachegaram a descoberta de que essa
sobrevivéncia é possibilitada pela presenca de dgraquantidade de dissacarideos
(particularmente sacarose e trealose) sintetizddosnte o processo de perda de agua. Os

acucares inserem-se entre as porcdes polares fwidme no estado seco, levando a
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formacdo de ligagbes de hidrogénio. Essas intesagdtre os agucares e os fosfolipides
permitem a manutencdo do estado fisico das mentramastado seco de forma similar a
existente no estado hidratado. Tem sido propostoegsas interacdes acucares/fosfolipides
resultam na diminuicdo da temperatura de trangiedtiquido-cristalino do fosfolipide (Tm)

no seu estado desidratado. Dessa forma, essecfart® fase ndo ocorre durante o processo
de desidratacao/rehidratagéo, evitando a perdaaderia encapsulado (van WINDEM al.,
1997).
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Figura 10 — Representacdo esquematica da interacémsfolipide-acucar.

Andlises de espectroscopia no infravermelho posteamada de Fourier (FTIR) e de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) demoasim que a reducdo da temperatura da
transicdo de fase gel/liquido-cristalino dependeratdio de massa de acucar:lipide. Além
disso, a manutencdo da integridade da membrardichpha presenca de acucares esti
associada com a formacdo de uma matriz vitrea glasaees a temperatura ambiente. Esta é
amorfa, termodinamicamente instavel e caracteripadalta viscosidade e baixa mobilidade
molecular. A formagéo dessa matriz vitrea evitaisid da membrana lipidica, sendo isto
importante para a manutencdo do didmetro das Vasical a retencdo do conteudo
encapsulado (CACELA;HINCHA, 2006; van WINDEN al., 1997; RICKERet al., 2003).

Em misturas de trealose e lipides no estado se@s, populacdes distintas de acucar estao
presentes: uma interage diretamente com porg¢fasegalo fosfolipide (ocupando o lugar da
agua) e a outra populacao forma a matriz vitreaQ®/R et al., 1987).

A crioprotecdo oferecida pelos solutos € influet@igela temperatura de transicédo

dos lipides e pela temperatura de transicdo vi{ffga dos carboidratos. A utilizacdo de



37

crioprotetores durante a liofilizagcdo deve obsea/dig do soluto empregado como tal, a fim
de preservar a natureza porosa do liofilizado. ekagem primaria deve ser feita a
aproximadamente 4 °C abaixo da Tg dos carboidr&ws.uma mistura de lipossomas de
PC:CHOL e trealose, este acucar apresentou Tg 3fe°C e quando a temperatura da
secagem primaria foi mantida abaixo desta, prodegti®s/eis foram obtidos nos programas de
liofilizacdo 1 e 2, citados no item 9. Entretarstoh temperatura em torno da Tg (programa 3)
ocorreu fusdo da vesicula, possivelmente devidala fde formacdo da matriz vitrea

(MOHAMMED et al.,2006).

De acordo com meétodos calorimétricos e de difragéoraio-X, cerca de 18-24
moléculas de agua, dependendo se os lipides est#loilieados em vesiculas grandes ou
pequenas, contribuem para a espessura da bicamagartanto, para a barreira de
permeabilidade. Luzardo e colaboradores (2000)reles@am a estrutura de hidratacdo da
interface da bicamada lipidica, como sendo compu®ta ou 4 moléculas de agua, que sao
deslocadas por sacarose ou trealose de forma tbadig@sto é, por efeito osmdtico); 7
moléculas de agua fortemente ligadas as carbaqikesao deslocadas apenas por trealose; 7
moléculas de agua muito fortemente ligadas aosatfusfque podem ser substituidos por
sacarose ou trealose se a desidratacdo for extremb@ndrastica, como no caso da
liofilizagdo. Os mecanismos de agéo da sacaroseteedlose sao diferentes, provavelmente
devido a estereoquimica do grupos hidroxila nagpes equatorial e axial. Entretanto, sob
condicOes drasticas, nas quais a agua € compldmmanovida, os dois acucares atuam de

maneira semelhante.

Zadi e Gregoriadis (2000) utilizaram a sacaroseccagente crioprotetor em razdes de
massa lipide:acUcar variando de 1:1 até 1:15, adugéo de lipossomas pelo método de
congelamento/descongelamento, seguido de liofdiaac O emprego de relacdo
sacarose:lipide igual a 1:1 resultou em aumentsideravel do teor de encapsulacdo de
diferentes solutos, porém com a formacdo de Vesiouaiores (213-687 nm). Para razao
sacarose:lipide igual a 5:1 foi observada redulgAdiametro das vesiculas lipossomais (93-
116 nm), sem apresentar variacdo significativa esabrteor de farmaco encapsulado.
Entretanto, em razfes sacarose:lipide muito maiof@8:1 a 15:1), o teor de farmaco
encapsulado diminuiu e o didmetro das vesiculamg®Eceu inalterado, em virtude da
protecdo efetiva proporcionada pela sacarose caomtrdesestabilizacdo das estruturas
lipossomais. Portanto, a escolha da razdo cridprdipide ideal para a encapsulacado de

substancias e manutencao do diametro das partibepesnde do balanco dessas avaliagdes.
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Hincha e Hagemann (2004) investigaram a habilididsacarose, trealose, 2-@H-
glicopiranosil)glicerol (GG), derivados do amina#xi betaina (glicinobetaina e
glutamatobetaina) e sorbitol em estabilizar liposa® durante a desidratacao e a rehidratacao.
Na auséncia de qualquer soluto protetor, os lippasoperdem completamente seu material
encapsulado e sofrem o fendmeno de fusdo. Sacartialose foram aproximadamente
iguais quanto a capacidade de estabilizar lipossprearbitol foi superior aos ultimos,
enquanto GG mostrou-se menos eficaz e os derivdalbgtaina ndo apresentaram nenhuma
protecdo. Estudos feitos por Glavas-Dodov e cotatmes (2005) demonstraram que o
processo de congelamento/descongelamento nédo ualtieréamanho das particulas de
lipossomas rehidratados contendo sacarose com@ratetor e, apenas uma pequena

diminuicao na taxa de encapsulacéo foi observama taxas superiores a 76 %.

10 Producéo em escala piloto

O escalonamento de lipossomas depende dos seguiateses criticos: o
desenvolvimento de um processo eficiente e adequa@oa producao de lipossomas estéreis
e livres de pirogénios em escala industrial; afagprodutiveis niveis de encapsulacdo do
farmaco, com uma quantidade minima de farmaco |(wé&o-encapsulado) presente no
produto final; e ainda, que a formulag&o do liposa seja estadvel durante o armazenamento
(AMSELEM et al., 1990). O extenso interesse no uso de lipossomas carreadores de
farmacos exige procedimentos que atendam aos afdndeacéuticos quanto a preparacao e
caracterizagdo das vesiculas. Procedimentos tegoosbaceitaveis devem ser reprodutiveis
em larga escala e economicamente viaveis. VEMURHODES (1995) também consideram
que para a producdo em larga escala de lipossaleas;se garantir a remoc¢ao de todo o
solvente organico, a protecédo dos fosfolipidesracamtoxidacdo, a remocéo das endotoxinas,
a remocdo da droga livre (ndo-encapsulada), o aentto tamanho das vesiculas e a
esterilizacédo dos lipossomas.

Quando um sistema solvente for selecionado paralaoo procedimento devem-se
levar em consideracéo os limites de segurancabiidade e pureza do mesmo. Os residuos
de solventes na preparacdo acabada podem causaraaalde do paciente. Solventes como
etanol e hidrocarbonetos podem levar a desestalizdos lipossomas por interferirem nas
interacBes cooperativas hidrofébicas entre os grupetileno dos fosfolipides que mantém a
estrutura unida. Estudos de VEMURI e RHODES (12#honstraram que quanto menor o
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lote e maior a temperatura do banho, menor seréatigade de residuo de cloroférmio no
filme fosfolipidico. Estes estudos ainda sugerem guamanho do lote influencia mais na

quantidade de residuo de cloroférmio do que a tesiyo@ do banho.

A melhor maneira de controlar os niveis de endotixi das preparacfes de
lipossomas é a utilizacdo de matéria-prima de glialidade com baixos niveis de
endotoxinas e a conducdo do processo em condi¢c8séptcas com utensilios
despirogenizados. Para a utilizacdo dos lipossaora® um sistema controlador da liberagéao
de drogas, é necessaria a completa remocao da livogaPara isso sdo utilizadas varias
técnicas como cromatografia de troca ibnica (AMSHLEt al., 1990), ultrafiltracdo e

cromatografia por excluséo de tamanho (VEMURI;RHGDES94).

Lipossomas ndao podem ser esterilizados pela eXmsic altas temperaturas, e
também s&o sensiveis aos varios tipos de irradidigim como esterilizagcdo por agentes
quimicos. Logo, o unico método disponivel parataréigacdo é a filtracdo em membranas
de 0,22 um, para lipossomas pequenos. Para lipassonaiores, o processo deve ser

conduzido em condicfes assépticas (NEW, 1990).

Métodos comumente utilizados para a preparacaoipgssbmas que podem ser
utilizados no escalonamento incluem hidratag&oildeeflipidico, homogeneizacdo sob alta
presséo, injecdo de solvente organico e uso deegtadde pH. Amselem e colaboradores
(1990) compararam cinco métodos de preparacdopdssbhmas por hidratagdo do filme
lipidico. Para o escalonamento de lipossomas derddxcina, um farmaco lipofilico, foi
escolhido o processo chamado hidratacdo lenta lahe fiipidico delgado, constituido de
fosfatidilcolina:fosfatidilglicerol:colesterol (caentracédo lipidica 35 mM, razdo molar 7:3:4).
ApoOs a hidratacdo do filme, foi realizada a extouséin membranas de policarbonato de 0,4 e
0,2 um. Lipossomas oligolamelares foram obtidos, de dtémncompreendido entre 300-500
nm, com taxa de encapsulacao de 97 % .O diamegrdiphssomas néo sofreu alteragao por
um periodo de 5 meses, a 4° C. Este método mostrauimais eficiente em termos de
encapsulacao do farmaco.

Um outro método utilizado para o escalonamentoptessomas foi a homogeneizacéo
sob alta pressédo. Mesoporfirina de estanho, undmritcompetitivo da hemeoxigenase, foi
dissolvido em metanol. A esta solucéo foi adiciendaisfatidilcolina de ovo previamente
dissolvida em uma mistura metanol:cloroférmio (9Q)solvente foi evaporado em rotavapor
sob presséo reduzida. Ao filme lipidico formadoddicionada uma solucao de lactose 0,05

M/tampéao fosfato 0,004 M. Essa mistura foi entdmbgeneizada por 2 horas e apos esse
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periodo, submetida a microfluidizacdo, a 60-80 ps. vesiculas obtidas apresentaram
diametros menores de 200 nm e taxa de encapsuapia de 90 %. Os lipossomas de
mesoporfirina de estanho foram esterilizados pgvadéo e liofilizados em um ciclo de um
dia, com retencao do didmetro das vesiculas e magit da taxa de encapsulacdo. A lactose
foi utilizada por suas propriedades crioprotetagasor sua aceitabilidade em formulagbes
para uso parenteral (CANNGO# al.,1993).

Jeffs e colaboradores (2005) utilizaram o métodangacdo de solvente seguida de
ultrafitracio @ da  preparacdo de lipossomas comdtitu de  colesterol:
diestearoilfosfatidilcolina:dioleiloxidimetimetilaimopropano:diestearoilglicerometoxipolietil
enoglicol 2000 (concentracdo lipidica 20 mM, razdolar 55:20:15:10, respectivamente)
para a encapsulacao de plasmideo de DNA em lacgégae€om esse método foram obtidas

vesiculas de diametro inferior a 200 nm e taxanda@sulacdo acima de 80 %.

VEMURI e RHODES (1994) sugeriram a utilizacdo dataodé de encapsulacdo por
gradiente de pH seguido de diafiltracdo para olesamento de lipossomas constituidos por
fosfatidilcolina de ovo:fosfatidilglicerol de ovalesterol contendo sulfato de orciprenalina
(100 mg/mL). O filme lipidico foi hidratado com tpéo fosfato contendo 5 % lactose, pH
4,5, e o farmaco foi dissolvido em tampao fosfaiotendo 5 % de lactose, pH 9,5. Por esse
método, foram obtidos lipossomas unilamelares golaimelares, de diametro inferior a 200
nm e com taxa de encapsulacao de 80-85 %. O poodedsofilizacdo ndo alterou o diametro
das vesiculas, porém reduziu a porcentagem de ®rlagfo em 15 %. O extravasamento do

farmaco foi associado ao aumento do tamanho dés&s, durante o armazenamento.

Para a producdo em larga escala de lipossomasnahdiges grandes (LUV) pode-se
utilizar o método da microfluidizacdo, no qual aEensao lipidica é forcada repetidamente
sob alta presséo através de um pequeno orificep guidir contra uma parede ou um fluido
gue venha em sua direcdo contraria. As desvantagena relativa alta polidispersibilidade
da disperséao lipossomal, dificuldades em refinaliéonetro das vesiculas e algum risco de
degradacéo da amostra (ULRICH, 2002).

BARNADAS-RODRIGUEZ e SABES (2001) estudaram uméedade de fatores a
fim de avaliar as caracteristicas de lipossomasi@bem um microfluidizador. Fatores tais
como a pressdo, tempo que as amostras sdo praxes@adios), a forca idnica, a
concentracdo de fosfolipide e a quantidade de s@warganico (etanol) foram relacionados
com o diametro médio dos lipossomas e sua hetez@peie. Para minimizar o nimero de

experimentos foi aplicado @esignfatorial, como estratégia estatistica de otimiaa€domo
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as caracteristicas das suspensfes lipossomaisnaeter sua eficiéncia de encapsulacéo e
aplicacdo, um conhecimento detalhado do processbodeogeneizacdo pode facilitar a
escolha das condi¢cbes de trabalho para a obtemcdmdipo de lipossoma pré-determinado.
Através da variacdo do namero de ciclos (0-9) erdasdo empregada (1273-5092 Bar), os
resultados mostram que o didmetro sempre diminui ccaumento do numero de ciclos e
com o aumento da pressédo. Entretanto, h4 um Imit@imero de ciclos empregado para um
valor de pressdo constante, a partir do qual, sc@oae mais a diminuicdo do diametro. Esse
valor constante foi atingido em todos os valorepm@ssdo em aproximadamente sete ciclos.
Em amostras homogeneizadas a aproximadamente 3@Q0p& 9 ciclos, foram obtidos

lipossomas de diametro igual a 134 nm.

11 Proposta de estudo da estabilidade e producao exscala piloto de SpHL-CDDP sob

a forma liofilizada

Uma formulacdo de SpHL-CDDP foi desenvolvida enakstaboratorial, pelo nosso
grupo de pesquisa, mediante o emprego do métodevajgoracdo em fase reversa (REV)
seguida de extrusdo e ultracentrifugacdo. Estudokiatistribuicdo mostraram que apés a
administragcdo de SpHL-CDDP, por via endovenosa,DiDR atingiu uma concentracéo
aproximadamente 2 vezes maior em tumores sélidoxadeundongos do que apds a
administracdo de CDDP livre (JUNIOR al.,2007a,b). Diante desses resultados, teve inicio
a pesquisa da viabilidade da transposicdo de escdéproducdo desta formulacdo sob as
formas liquida e liofilizada para futura avaliag@m testes clinicos. O processo deve ser
reprodutivel e levar & producédo de lipossomaseastérlivres de pirogénios (WAGNE®R
al., 2002). Outro fator a ser considerado é a estabiéiddo produto, que no caso dos
lipossomas pode ser limitada pelo extravasamentofadmaco a partir das vesiculas,
mudancas no tamanho das particulas durante a gstoca pela estabilidade quimica do
farmaco e dos componentes lipidicos (CANN@é\al., 1993). A liofilizacdo na presenca de
dissacarideos, como sacarose e trealose, permi@raitencdo da estabilidade de uma
formulacdo, impedindo o extravasamento do matenabpsulado e a alteracdo do diametro
vesicular (CROWEet al.,1998). Desse modo, nessa dissertacdo de mestrado avaliados
0 uso de crioprotetores na preparagdo de SpHL-CBdDrma liofilizada, um método de

preparo dessa formulacdo em escala piloto e ailedddle de armazenamento da mesma.



42

OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho de dissertacdo de mestradadeve objetivos estudar diferentes
parametros relacionados a estabilidade quimicsiamfguimica de uma formulacdo de SpHL-

CDDP, assim como estabelecer um processo efigianéea sua producao em escala piloto.

Objetivos especificos

* Desenvolver uma formulacdo farmacéutica de SpHL-EBDb a forma liofilizada e
avaliar o teor de encapsulacédo, diametro e poteretia das particulas;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica da formulacde SpHL-CDDP liquida e
liofilizada ao longo do tempo de armazenamento;

* Auvaliar a eficiéncia de um processo de preparorda tormulacdo de SpHL-CDDP
em escala piloto constituido pelas etapas de eae@orsob vacuo/homogeneizacao
sob alta presséao/ultrafiltragao.
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MATERIAL E METODOS

1 Material

Dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) e diestearilfasdiletanolamina-polietilenoglicol
2000 (DSPE-PEgy) foram adquiridos da Lipoid GmbH (Ludwigshafen,eidanha).
Hemisuccinato de colesterila (CHEMS) foi fornecigela Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). A CDDP foi adquirida da Quiral Quimica Brasil S/A (Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil). A sacarose e a trealose dihideatd[2-hidroxietil] piperazina N’-[2-acido
etanosulfénico] (HEPES) e hidréxido de sddio foraquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda.
(Rio de Janeiro, Brasil).

O metanol, acetato de etila e a N, N- dimetilforna{DMF), todos solventes grau
HPLC, foram adquiridos da Tedia (Fairfield, Ohiost&los Unidos). Os solventes
cloroformio P.A. e éter etilico P.A. foram adquasdda Synth (S&o Paulo, Brasil). O cloreto
de sodio P.A. e o isopropanol foram provenientedMizrck (Darmstadt, Alemanha). A agua

utilizada em todos os experimentos foi deionizadastilada.
2 Métodos gerais

Os lipossomas foram preparados utilizando um rp@vBuchi Labortechnik AG CH-
9233, modelo R-210, acoplado a uma bomba de vaeumebma marca, modelo V-700
(Flawil, Suica). A calibracdo dos lipossomas pradioz em pequena escala foi feita através
de um extrusor Lipex Biomembranes, modelo T 00In¢daver, Canadd). Para a calibracéo
dos lipossomas produzidos em larga escala fozatib um homogeneizador de alta pressao
de estagio unico, modelo APV 2000 (Albertslund,ddirarca). A purificacdo dos lipossomas
foi realizada por ultracentrifugacdo, utilizando ainultracentrifuga Sorvall Ultra 80
(Albertville, Estados Unidos) ou por ultrafiltrac&an um dispositivo Millipore Pellicon XL
com membrana de poliétersulfona Biorfiade 300 kDa (Massachusetts, Estados Unidos)
acoplada a uma bomba peristaltica Watson-Marlows31i3glaterra). Os lipossomas obtidos
foram caracterizados quanto ao diametro das pkasieupotencial zeta utilizando o Zetasizer
Malvern Instruments, modelo 3000 HSA (Malvern, atgira). A liofilizagao foi realizada em
liofilizador E-C Modulyo, acoplado a uma bomba Ediga modelo E2M18FF (Inglaterra). O
teor de encapsulacéo foi determinado em cromatdrqliido de alta eficiéncia Waters

Instruments, composto por uma bomba modelo 515auwtm-injetor modelo 717 Plus e um
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detector DAD modelo 2996 (Milford, Estados Unidogpnectado a um computador
apresentando o software Empower, versao 2.0. Astaasdforam vortexadas em Mini-shaker
Ika, modelo MS1 (Wilmington, Estados Unidos).

3 Obtencéo da curva de calibracao para doseamenta CDDP

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAR)i futilizada como método de
doseamento da CDDP, segundo método analitico tees@i Farmacopéia Americana 242
edicdo (USP 24), com modificacdes no eluente ermapieegO eluente descrito na USP 24 é
constituido por acetato de etila, metanol, dimmtifamida e &gua, na proporcdo de
25:16:5:5, respectivamente; enquanto o eluenté&zadid neste trabalho € constituido por
acetato de etila, metanol, dimetilformamida e agaaproporcéo 4:4:1:1, respectivamente. A
cisplatina foi separada utilizando como fase estdgia a coluna Lichrosperl00 NH, 25
cm x 4 mm, 1Qum (Darmstadt, Alemanha). O volume de injecéo fo2@eqiL, em fluxo igual

a 1,0 mL.mif e o material eluido foi detectado em comprimentortta igual a 310 nm.

3.1 Linearidade

Para a determinacéo da linearidade do método deE@mpregado no doseamento da
CDDRP foi construida uma curva de calibracdo aptageo 6 pontos relativos a diferentes
concentracdes de solucdo padrdo de CDDP, prepaesdasiplicatas. Inicialmente, uma
solucéo concentrada de CDDP 2 mg/mL foi preparadka golubilizacdo de 50 mg de CDDP
em 20 mL de solucdo de cloreto de sodio 0,9 g%),(sbb aquecimento em temperatura
inferior a 45 °C, seguida de agitacdo em vortexsoicdo de CDDP obtida foi transferida
quantitativamente para um baldo volumétrico de 25 oompletando-se o volume com
solucéo de NaCl 0,9 g% (p/v). A partir desta sabigaram transferidas aliquotas de 0,25;
0,50; 1,00; 2,00; 4,00 e 8,00 mL para baldes vottioos de 10 mL. O volume de cada balédo
foi completado com fase movel para a obtencéo egsectivas concentragbes de 0,05; 0,10;
0,20; 0,40; 0,80 e 1,60 mg/mL de CDDP. As solu¢gébesm mantidas a temperatura ambiente
e protegidas da luz, seguido de sua injecdo noatdgrafo liquido utilizando as condicdes
cromatograficas descritas acima. A partir das &deaspicos obtidos, a curva de calibragcéo
foi construida e a linearidade do método foi adalianediante o célculo de regresséao linear

pelo método dos minimos quadrados.
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4 Preparacgéo de lipossomas pH-sensiveis furtivos @®DP (SpHL-CDDP)

A preparacdo de SpHL-CDDPRi realizada mediante o emprego do método de
evaporacao em fase reversa (REV). Apds a obtergiovabiculas lipidicas, a producao foi
efetuada por dois métodos distintos, que foram méredos comdvétodo 1, a producdo de
liposssomas em pequena escalslétodo 2, a producdo em escala piloto (Figura 11).

Preparacao de lipossomias
pH-sensiveis furtivos por

REV
|
[ ]
PEQUENA ESCALA ESCALA PILOTO
METODO 1 METODO 2
Extrusdo em membrands Homogeneizacgéo sob alta
de policarbonato pressao
Ultracentrifugacgéo Ultrafiltracao

Figura 11 — Organograma da producéo de lipossomagHgsensiveis furtivos.

4.1 Método 1 — Preparacédo de SpHL-CDDP em pequeracala pelo método REV

4.1.1 Obtencéo de uma emulsédo 4gua em 6leo (A/O)

Aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS e DSPE-Rfgf3concentracao lipidica
total igual a 40 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8;0espectivamente) foram transferidas para
um baldo de fundo redondo, sendo o solvente, emidsegevaporado sob vacuo. O filme
lipidico obtido foi dissolvido em 3,0 mL de éteflieb, previamente tratado com solugéo de
tampdo HEPES 10mM para eliminacdo de peréxidos ei@a quantidade de solucéo de
hidroxido de sodio necessaria para ionizar completsde 0 CHEMS. Posteriormente, para a

obtencéo de lipossomas de CDDP, foi adicionado niL,Gde uma solugcéo de NaCl 0,9 g%
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(p/v) contendo CDDP 2,0 mg/mL, a solucéo lipididamistura obtida foi, entdo, submetida
ao vortex durante 5 minutos, produzindo uma emudséipo A/O.

4.1.2 Obtencéo de SpHL-CDDP

Posteriormente, a emulsdo A/O foi submetida a eegdo sob vacuo a fim de se
eliminar o solvente organico, permitindo a formadas vesiculas lipidicas. Em seguida, os
lipossomas foram submetidos a calibracdo mediarstgpassagem atraves de membranas de
policarbonato da marca Millipore (Bedford, Estatlvédos). Pelanétodo 13 os lipossomas
foram calibrados pela passagem por membranas 4l@ind, 0,2 um e 0,1 um (5 vezes cada
ciclo), respectivamente, para a obtencao de lippasaom diametro das vesiculas em torno
de 100 nm, visando uma administracdo intravenosia. rRétodo 1h os lipossomas foram
calibrados em membranas de policarbonato de 0,40.@n4m, 0,1 um e 0,05 pm (por 5
vezes), respectivamente, objetivando também a astnaigdo intravenosa.

4.1.3 Purificacdo dos SpHL-CDDP por ultracentrifug&éo

O material ndo encapsulado nos SpHL-CDOibHdos em pequena escala foi separado
dos lipossomas mediante ultracentrifugacao, a 1BRQf) a 4°C, durante 90 minutos. Apos a
ultracentrifugacéo, o pellet foi reconstituido @l@ndo-se uma das seguintes solucdes: a)
solucéo isotbnica de sacarose (relacdo p/p deroteatpr:fosfolipide igual a 1:1, 2:1 ou 3:1),
b) solucao isotbnica de trealose (relacao p/p idpratetor:fosfolipide igual a 1:1, 2:1 ou 3:1)
e c) solucdo de cloreto de sodio 0,9 g% (p/v). PHLSCDDP foram caracterizados quanto
ao teor de encapsulacdo, diametro e potenciablastaesiculas.

4.1.4 Avaliacdo da influéncia do uso de crioprotetes no processo de liofilizacdo de
SpHL-CDDP

Os SpHL-CDDP descritos acima, preparados na awaséac presenca dos
crioprotetores foram submetidos ao processo ddéidexfao durante 24 horas. Em seguida, os
SpHL-CDDP liofilizados foram reconstituidos em agiestilada e foram submetidos a
ultracentrifugacdo (150000 x g, 4 °C, 90 minutogjapseparacao de CDDP liberada no
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processo de liofilizacdo. Os SpHL-CDDP ressuspefmasn também caracterizados quanto
ao diametro e potencial zeta das vesiculas.

Com o intuito de se avaliar também a acdo dos raiefpres sobre a estabilidade da
formulacao liofilizada, lipossomas contendo cridptores tanto na fase interna quanto na
fase externa das vesiculas lipossomais foram pidokiz Nesse caso, a adicdo dos
crioprotetores sacarose e trealose na razéo craprifosfolipide p/p igual a 1:1 e 2:1,
respectivamente, na cavidade interna dos SpHL-CRIDExecutada pela sua encapsulacao

juntamente com a CDDP, utilizando o métd@do

5 Método 2 — Preparacédo de SpHL-CDDP em escalaqib pelo método REV

Para a producédo de SpHL-CD@k escala piloto, 0 método utilizado diferenciou-se
da producdo em pequena escala quanto ao volumatele laos métodos de calibracdo das
vesiculas e de purificagdo dos lipossomas. A pagdarde lipossomas pH-sensiveis furtivos
brancos (sem CDDP, SpHL) e de SpHL-CDDP foi redbzenediante o emprego do método
REV. Foram preparados lotes de 50 mL, sob pressétagdo controladas. Os lipossomas
foram submetidos a calibracdo mediante sua passaiyawes de um homogeneizador de alta
pressdo de estagio unico (HAP) e a separacdo deriahatdo encapsulado foi realizada por
ultrafiltracao.

5.1 Avaliacéo da influéncia do niumero de ciclos deomogeneizacéo e da presséo sobre o

didmetro das vesiculas dos SpHL

A fim de se definir as condicBes para a producé® SloHL em escala piloto, foram
analisadas 2 variaveis no processo de homogeneigdacamostra: a pressao aplicada no HAP
e 0 numero de ciclos empregados. Os valores degurdestados foram 500 e 1000 Bar, e a
passagem através do HAP (Figura 12) foi realizada qté 12 ciclos. SpHL foram
acrescentados ao recipiente alimentador do HAFhenaogeneizacao foi realizada sob fluxo
continuo. Ao atingir a presséo desejada, inicioa-seonometragem de cada ciclo. Cada ciclo
representa 0 tempo necessario para que toda aranmseh homogeneizada, sob presséo
constante. O didmetro das vesiculas foi analisad@egpectroscopia de correlacdo de fétons,
conforme descrito no item 8, em aliquotas retiraat@es do processo de homogeneizacédo (0

ciclo) e nos tempos correspondentes a 3, 6, 9oiclds.
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Figura 12 - Homogeneizador de alta pressédo de estaginico.

5.2 Avaliacdo do numero de ciclos de ultrafiltracdmecessarios para a separacao da
CDDP nao encapsulada

Apés a passagem da amostra pelo homogeneizaddtadgressao, os SpHL-CDDP
foram ultrafiltrados em um dispositivo Pellicon Xtom membrana de polietersulfona
Biomax ® de 300 kDa (50 cf acoplada a uma bomba peristéltica, sob fluxo@en&/min
(Figura 13). Os lipossomas foram permeados durarée6 ciclos, sendo que cada ciclo
corresponde a redugéo do volume da amostra at&im@aninimo necessario a recirculagédo
pelo dispositivo de ultrafiltracéo.

Inicialmente, um volume de 100 mL da dispersédosigomal foi acondicionada em
um recipiente alimentador, no qual era mantida agibacdo constante. Sua passagem foi
impulsionada pela bomba peristéltica até a membrargual separava a amostra em duas
“fases”, sendo elas: 1)mermeadq composto principalmente por solu¢cdo de CDDP eetdo
de sodio e 2) aetido, composto pelos SpHL-CDDP. A amostra retida rebeanao
recipiente alimentador e recirculava até sua cdrnagdo a um volume de aproximadamente
20 mL. Ao atingir esse volume, cessava-se 0 boméetime a amostra era diluida com
solucéao de NaCl 0,9 g% (p/v) em quantidade sufieipara 100 mL. Este procedimento foi
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repetido por até 6 ciclos. Ao final de 6 ciclogmostra retida foi reservada. Um volume de 5
mL de solucdo de NaCl 0,9 g% (p/v) foi injetado mambrana para recuperar o volume
“morto” de SpHL-CDDP restante no dispositivo derafittracdo e adicionado a amostra
retida, totalizando assim 25 mL de lipossomas jadbs. Apdés cada ciclo, a solucéo
permeada foi reservada, para subsequente analisendantracdo de CDDP por CLAE. Os
permeados obtidos ap0s o quarto, quinto e sexim @&cpermeacédo foram liofilizados, a fim

de concentrar as amostras para se atingir um aé&v€DDP detectavel.

Figura 13 - Dispositivo de ultrafiltracdo Millipore Pellicon XL® acoplado a bomba
peristaltica.

5.3 Preparacéo de SpHL-CDDP pelo método de evapo&s em fase reversa

5.3.1 Obtencéo de uma emulsdo A/O

Aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS e DSPE-R§3concentracao lipidica
total igual a 40 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8;0espectivamente) foram transferidas para
um baldo de fundo redondo, sendo o solvente, emdsegevaporado sob pressao reduzida e
rotacdo de 100 rpm. O filme lipidico obtido foi stivido em 150 mL de éter etilico,
previamente tratado com solucao tampéo de HEPE8MOpara eliminacdo de perdxidos e
contendo quantidade de NaOH necesséaria para iorgpanpletamente o CHEMS.
Posteriormente, foram adicionados 50 mL de soldgdNaCl 0,9 g% (p/v), contendo CDDP
2,0 mg/mL, a solucgéo lipidica. Em seguida, a méstbtida foi submetida ao vortex durante

5 minutos, produzindo uma emulsao do tipo A/O.
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5.3.2 Obtencéo de SpHL-CDDP

Posteriormente, a emulsdo foi submetida a evapordgdsolvente organico sob
presséo reduzida, levando a formacdo de vesiapliaéchs. A rotacdo foi mantida em 100
rom. Em seguida, a dispersao de lipossomas faiddilpara um volume final igual a 110 mL
com uma solucéo de NaCl 0,9% (p/v), a fim de serobtvolume minimo necessario para a
calibracdo do diametro dos lipossomas em um honeirgaior de alta presséo. A calibragao
foi realizada mediante a passagem da dispersaplie-SDDP no HAP, sob presséo de 500
Bar, por 9 ciclos. O diametro das vesiculas folisado por espectroscopia de correlacdo de

fétons, conforme descrito no item 8.

5.3.3 Purificacado dos SpHL-CDDP por ultrafiltracéo

O material ndo encapsulado foi separado dos lipessgroduzidos pelo método 2
mediante a ultrafiltracdo em um dispositivo PelicéL com membrana de polietersulfona
Biomax® de 300 kDa (Millipore) acoplada a uma borpleastaltica Watson-Marlow 313S,
sob fluxo de 40 mL/min. Os lipossomas foram perrosagubr 6 ciclos. Apds cada ciclo, a
solucdo permeada foi reservada para posteriorsenpir CLAE. A suspensao retida pela
membrana (SpHL-CDDP concentrado) foi reconstittddecionando-se uma das seguintes
solugdes: 1) solucao isotdnica de sacarose (ref@péae crioprotetor:fosfolipide igual a 1:1);
2) solucéo isotbnica de trealose (relacdo p/p tpratetor:fosfolipide igual a 2:1) ou 3)

solucéo de cloreto de sadio 0,9 g% (p/v).

6 Preparacéo das solugdes de crioprotetores

Foram testadas solucdes crioprotetoras de sacartvealose para a avaliacao da sua
influéncia sobre o teor de encapsulacéo, o dianeetvgpotencial zeta das vesiculas, antes e
apos a liofilizagdo dos SpHL-CDDP. As concentragglhidas para os testes basearam-se
na relacdo p/p entre os fosfolipides e crioprogst@resentes na formulacao, variando desde
uma relacdo 1:1 até 1:3, conforme trabalho exeoupsmt Zadi e Gregoriadis (2000). As
solugcdes de crioprotetores eram isotdnicas em aelag solucdo encapsulada. Foram
preparadas e acrescentadas a formulagdo no modentoonstituicdo do pellet, obtido apds
ultracentrifugacdo (método 1), ou para a recongditu dos lipossomas concentrados por

ultrafiltracdo (método 2). As quantidades neceasale sacarose, trealose e cloreto de sddio
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para cada formulacdo foram pesadas em balancai@néHartorius BP221S, Alemanha)
dissolvidas em quantidade suficiente de agua ddatié transferidas quantitativamente para
bal6es volumétricos de 100 mL, completando-se oraelcom agua destilada. As solucges
e h, contendo CDDP, foram aquecidas em temperattedaon a 45 °C a fim de promover a

solubilizagédo desse farmaco.

a) Solucao isotdnica de sacarose (relacao p/p cotgior:fosfolipide 1:1)

Y- To7= 1 (0151 =TT 2,25 %
ClOreto A SOTIO. ... eeeeeee e e e 0,69 %
F e U TN [T 1] F= e F= o 1Y« 100 mL

b) Solucéo isotbnica de sacarose (relacao p/p catgior:fosfolipide 2:1)

Y= 072 | (01 4,50 %
(O (6] (=1 (o 1o [S3K=To Lo [ o T RT R RTPTRR 0,48 %
Yo VT o =t F= e P =« O 100 mL

c) Solucéo isotbnica de sacarose (relacdo p/p eotgior:fosfolipide 3:1)

Y= o721 (61 6,75 %
(@4 (o] (=1 (o )0 (=310 Lo [ o TR 0,30 %
AQUA DESHIAAA GSP....cvveveeeeeeeeee et eee e e eeaeetesreereaeeeeeeeesrensenee e 100 mL

d) Solucéo isotdnica de trealose (relacéo p/p aradetor:fosfolipide 1:1)

Trealose dihidratada (fC: 1,1052)*........ccoceiieeiiiiiiie e 2,25 %
(@4 (01110 Jo [ 1Ko To [ o JA PSPPSRI 0,69%
AQUA DESHIAAA GSP...vevveveeeeereeee et teeteeteereeeee e sreereeeeseeeeesrensenee e 100 mL

*fc significa fator de correcao relativo ao pesamlose hidratada sobre sua forma anidra

e) Solucao isotdnica de trealose (relacao p/p aogtor:fosfolipide 2:1)

Trealose dihidratada (fC: 1,1052)...........commmeeeeeeeeeeeeiiiiiiiiise e eeeeeeaaeeees 4,50 %
ClOreto de SOIO.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiii e e e e 0,48 %
AQUA DESHIAAA GSP...vevveveeeeeeeeee vt ete e eeeeetesreeteaeeeeeeeesrensenee e 100 mL
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f) Solugédo isotdnica de trealose (relacéo p/p cradptor:fosfolipide 3:1)

Trealose dihidratada (fC: 1,1052)........... e eeeeeeeeeeeeiiiiiire e 6,75 %
ClOreto de SOIO.......uuuuiiiiiiiiiiiiiii e e e 0,30 %
Yo U T= e [y 1] F= e F= o o S 100 mL

g) Solucéo isoténica de CDDP e sacarose (relac@acpbprotetor:fosfolipide 1:1)

O D | PO PRRP 0,20 %
Y. (0r= 1 (017 =TT UPPTPPT 2,25 %
(@4 o] 1= 10 Jo (=180 Lo | o JA PO UPPPPRRRRRR 0,69 %
AQUA dESHIAAA GSP....eveveeeieeeeee et e e et eeseeete e ere e steeresresaeeee s 100 mL

h) Solucéo isotbnica de CDDP e trealose (relacgoqguioprotetor:fosfolipide 2:1)

O3 D | PO PPRRP 0,20 %
Trealose dihidratada (fC: 1,1052)........... o eeeeeeeeeeeeeiiiiiiesnae e e e e e eaaaeeeen 4,50 %
(@4 (o] =] 1o I o [ 1Ko Lo [ o JA PSPPSRI 0,48 %
Yo VT o o] F=e P =« 100 mL

7 Determinacéo do teor de encapsulacédo da CDDP emH.-CDDP

A determinacao da porcentagem de CDDP encapswadzatizada por CLAE, como
descrito no item 3. Os SpHL-CDDRram previamente abertos com o emprego de alcool
isopropilico na proporcao 1:2, seguida de diluiggofase movel (1,5 vezes) para injecado no
cromatégrafo. O teor de encapsulagdo (TE) da CDBP SpHL-CDDP foi calculado
mediante a determinac&o da porcentagem da conc@otde CDDP presente nos lipossomas
purificados (Lip Purificado) e a concentracdo deDPDpresente nos lipossomas antes da

purificacdo (Lip Total), como indicado na equac&zdminada abaixo:

_ [CDDP]Lip Purificado * 100

TE =
[CDDP]Lip Total
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8 Determinacgao do diametro e do potencial zeta d@pHL e SpHL-CDDP

A andlise do diametro das particulas foi efetuade rmpeio de espectroscopia de
correlacéo de fétons utilizando-se o equipamentasizzer 3000 HSA (Malvern, Inglaterra).
Para a realizacdo das medidas foram utilizadosxmpadlamente 30 pL de lipossomas
diluidos em 3 mL de solucdo de cloreto de sodio d¥® (p/v), até que se obtivesse a
contagem adequada de particulas. As medidas fdetmadas a temperatura de 25°C e a um
angulo de 90°. Os resultados séo apresentadosa@omédia de dez medidas.

O potencial zeta foi determinado por espalhameiméntico da luz e andlise da
mobilidade eletroforética das vesiculas. As medfdeam feitas em triplicata em aliquotas
diluidas 250 vezes, empregando-se o equipamenasiZet 3000 HSA (Malvern, Inglaterra),

a temperatura de 25°C e a um angulo de 90°.

9 Liofilizagdo dos SpHL-CDDP

Amostras de aproximadamente 1,5 mL de SpHL-CDD&nfiopesadas em frascos de
vidro @mbar, congeladas em nitrogénio liquido ecadlas na camara do liofilizador. Os
lipossomas foram submetidos a liofilizagcdo durétehoras. Apos este periodo, os frascos
foram vedados e os SpHL-CDDP liofilizados foram @azenados sob protecdo da luz, em

atmosfera de nitrogénio, a 4 °C.

10 Ressuspensao dos SpHL-CDDP

Os lipossomas pH-sensiveis furtivos liofilizadosafa reconstituidos com quantidade
suficiente de agua destilada para a recuperacadwotlone inicial de lipossomas, em
temperatura ambiente. Em seguida, a dispersaostpta foi submetida a agitacdo, com
auxilio do vértex, por 3 minutos. O diametro e depeial zeta destas amostras foram
determinados conforme descrito no item 8, a fimsdeavaliar o efeito crioprotetor da
sacarose e da trealose. Imediatamente ap0s apessés, estes lipossomas foram novamente
submetidos a ultracentrifugacéo visando avaliaiedceda liofilizacdo/reconstituicdo sobre a
retencdo da cisplatina encapsulada nos lipossontasemsiveis furtivos. Apls a
ultracentrifugacdo, a quantidade de cisplatina gmtes no sobrenadante foi analisada por
CLAE. O pellet foi reconstituido com solucdo de Na&@® g% (p/v) e os lipossomas foram

armazenados sob atmosfera de nitrogénio, a 4% gidos da luz.
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11 Estudo da estabilidade de armazenamento dos SpHIDDP

Foi realizado um estudo comparativo da estabiliddel@armazenamento dos SpHL-
CDDP, obtidos pelo método 2, sob a forma liquiddiafilizada quanto ao diametro das
vesiculas, potencial zeta e teor de encapsulagiamFpreparados 7 lotes de SpHL-CDDP,
sendo que 3 lotes foram armazenados sob a forguaddi isto €, como dispersdes
lipossomais, a 4 °C, protegidos da luz e sob aem@sie nitrogénio. Cada um dos 4 lotes
restantes foi dividido em 3 “sublotes”, aos quagim adicionadas solucdo isotbnica de
sacarose (relacdo p/p crioprotetor:fosfolipide ,1sbjucéo isotbnica de trealose (relacdo p/p
crioprotetor:fosfolipide 2:1) ou solucao de clord® sodio 0,9 g% (p/v). Os sublotes foram
divididos em frascos de vidro ambar, liofilizadosor{fforme descrito no item 9) e
armazenados sob atmosfera de nitrogénio, a 4°@gmios da luz. As dispersdes lipossomais
e os lipossomas liofilizados foram caracterizadws periodos de tempo iguais a 0, 7, 15, 30,
60 e 135 dias. Em cada um dos tempos pré-deterosnad amostras liofilizadas foram
ressuspensas, como descrito no item 10, e carartad quanto ao diametro das vesiculas e
potencial zeta. O teor de encapsulacdo de CDDP ih-EDDP preparados com trealose
(relacéo p/p crioprotetor:fosfolipide 2:1) foi detenado, conforme item 7, apds 135 dias de

armazenamento.

12 Analise estatistica

Os valores médiost os desvios padrdo (dp) foram calculados para tamos

experimentos descritos acima. A analise estatiftideita através da analise de variancia de
uma via (ANOVA). Um nivel de p < 0,05 foi aceitoneo estatisticamente significativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Obtencao da curva de calibracdo para doseament@a CDDP

1.1 Linearidade

Na tabela 1 s&do apresentados os valores das aosaspicos das diferentes
concentracdes da solucdo de CDDP empregadas parstaucao da curva de calibracdo. A
curva de calibracdo (Figura 14) apresentou um @eete de correlacdo igual a 0,9982,
indicando adequada linearidade para a faixa deeotragdo utilizada (0,05 a 1,6 mg de
CDDP/mL).

Tabela 1 - Valores das areas dos picos atribuidos @DDP obtidos pelo emprego de
CLAE

Concentragéo da solugcéo padrao de CDDP (mg/mL)

0,05 0,10 0,20 0,40 0,80 1,60
Area 1 22666 43500 94886 197462 378854 1042353
Area 2 22956 46234 80659 173879 377042 960837
Area 3 21392 43621 93070 218429 459945 938130

Area dos picos

y = 608639x- 30592
1500000+

r=0,9982
1000000+

500000+

O I I I I

0O 02 04 06 08 10 12 14 16
Concentragao (mg/mL)

I I I 1

Figura 14 — Curva de calibracdo para o doseamentoadCDDP obtida pelo método de
CLAE
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2 Caracterizacao fisico-quimica de SpHL-CDDP obtid®segundo método 1

2.1 Determinacao do diametro das vesiculas e potémzeta

2.1.1 Determinacao do didmetro das vesiculas e potéal zeta dos SpHL-CDDP obtidos
segundo método la

A producéo de lipossomas pelo método REV leva pratgalmente a obtencéo de
lipossomas unilamelares grandes (LUV). As vesicoltidas apresentaram um diametro
médio igual a 131,0 = 19,4 nm e um indice de pspidisdo de 0,15. As vesiculas de SpHL-

CDDP mostraramalores degotencial zeta proximos a neutraliddde® + 1,2 mV).

2.1.2 Determinacao do didmetro das vesiculas e potéal zeta dos SpHL-CDDP obtidos

segundo método 1b

Com a finalidade de obtencao de vesiculas com di@medio abaixo de 100 nm, foi
realizada a calibracdo dos lipossomas pela passafj@wes de membranas de 50 nm,
segundo método 1b. Contudo com a utilizacdo dessasbranas, obteve-se vesiculas de
diametro médio igual a 109,0 = 3,3 nm. O objetieaudha maior reducéo do diametro nao foi

atingido. O valor do potencial zeta das vesicuadé 1,7 + 0,28 mV.

2.2 Determinacao do teor de encapsulacdo da CDDP &pHL-CDDP obtidos segundo
método 1

2.2.1 Determinacao do teor de encapsulacdo dos SpiIDDP obtidos segundo método
la

A encapsulacdo da CDDP em lipossomas pH-sensiwdigols, mediante o emprego
do método REV, resultou em um teor de encapsulggéovariou de 17 a 23 % (0,28 a 0,40
mg de CDDP/mL) na auséncia ou presenca de treaosacarose, empregados como
crioprotetores, antes do processo de liofilizacads dSpHL-CDDP (Tabela 2). Convém

ressaltar, que apds o processo de liofilizacaoAstaicdo, na presenca ou auséncia dos
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diferentes crioprotetores, néo foi observado nenpigm no cromatograma do sobrenadante
obtido apo6s a centrifugacdo das diferentes amodsts indica que a CDDP se manteve
encapsulada durante as etapas de liofilizacdosttanado, mostrando a estabilidade do

sistema frente as condi¢cdes de preparo de sua fmfifiaada.

Tabela 2 - Teor de encapsulacdo da CDDP em SpHL-CIP obtidos pelo método 1a

Razao Crioprotetor:

Amostra* Fosfolipide Teor de t(e%apsula@éo ([ringernIT_])
(P/p)
Lip-S/ Criop - 19,6 £ 3,0 0,32 +0,04
Lip-Sacarose 1:1 16,7 0,30
2:1 18,2+1,9 0,28 £ 0,04
3:1 22,7+4.4 0,27 £ 0,01
Lip-Trealose 1:1 19,0 0,34
2:1 20,7+1,6 0,40 £ 0,04
3:1 N.D. N.D.

*As denominagdes Lip-S/ Criop, Lip-Sacarose, Ligdlose referem-se aos SpHL-CDDP
preparados na auséncia de crioprotetor, na pres@®;asacarose e de trealose,
respectivamente.D. significa valores ndo determinad@3s valores sdo expressos como
médiat dp (n = 3, para as amostras Lip-Sacarose e Lipldse 2:1; n = 2, para a amostra
Lip-Sacarose 3:1 e n = 1 para as amostras Lip-8seat:1, Lip-Trealose 1:1 e 3:1).

2.2.2 Determinacdo do teor de encapsulacdo e diametdos SpHL-CDDP obtidos

segundo método 1b

Na tabela 3, estdo apresentados os valores dedéeencapsulacdo da CDDP nos
SpHL-CDDP produzidossegundo método 1b. Os SpHL-CDDP preparados taoto c
sacarose ou trealose apresentaram teor de encguswdan torno de 10 % (0,2 mg de
CDDP/mL), com a adicdo de mais uma etapa de extr(is@mbrana de 0,05 pm). Isto
revela perda do material encapsulado em relacdpr@messo de extrusdo empregado no

método 1a.

Como observado no método la, apds o processo fdiedigho/reconstituicdo desses
lipossomas ndo ocorreu liberagcdo da CDDP encaseladdiametro médio das vesiculas foi

igual a 232 e 347 nm para as preparacdes Lip-SscaBl e Lip-Trealose 2:1,
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respectivamente. Ambas formulagbes mostraram-sedg&neas com valores de i.p. iguais a
0,401 e 0,550, respectivamente.

Tabela 3 - Teor de encapsulacdo da CDDP em SpHL-CIP obtidos pelo método 1b

Razao Crioprotetor: Teor de

Amostra Fosfolipide encapsulacao ([rcrigD/IanlT_])

(p/p) (%)
Lip-Sacarose 31 10,2 0,19
Lip-Trealose 2:1 10,9 0,20

3 Influéncia da presenca de crioprotetores sobre asaracteristicas fisico-quimicas dos
SpHL-CDDRP liofilizados obtidos pelo método 1

3.1 Influéncia dos crioprotetores, presentes somaenna fase externa, sobre o diametro e
potencial zeta das vesiculas ap0s a reconstituic@tm pd dos SpHL-CDDP obtidos

segundo método la

A fim de se obter uma preparacédo de SpHL-CDR2Rorma liofilizada foi avaliada a
influéncia da presenca de crioprotetores sobrégametro das vesiculas, apos a reconstituicdo
do po6, para administracao intravenosa (Tabela 4).

Na auséncia de crioprotetor, os SpHL-CDDP apresantam diametro médio igual a
391 nm apos reconstituicdo, com uma distribuicadadeanho heterogénea (i.p. = 0,682).
Considerando, que se tem por objetivo o preparoSPeEL-CDDP para administracao
intravenosa, € sabido que quanto menor o didmetsovdsiculas, maior € o seu raio de
curvatura, e consequentemente, menor € a opsooizaCEém sido demonstrado que
lipossomas podem atingir diferentes tumores desidoa propriedade de circulacdo por um
tempo prolongado e devido ao tamanho reduzdb00 nm) que permite o extravasamento
em tecidos com permeabilidade vascular aumentamaigdo frequentemente presente no
caso de tumores (LASIC, 1998; YUAd al.,1995).

Avaliando-se a populagdo de vesiculas de diametierior a 200 nm, pode-se
observar que a mesma, na auséncia de crioprotefzesenta somente 28%. Com o uso dos
crioprotetores sacarose e trealose, nas razogwatetor:fosfolipide iguais a 1:1 e 2:1 (p/p),
respectivamente, o didmetro médio das vesiculasanfd@ntou de maneira tdo acentuada,

estando compreendido entre 213 e 257 nm. No entad formulacdes s&o ainda
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heterogéneas com indice de polidispersdo supefi®.&m relacdo a distribuicdo percentual

do didmetro médio, foi observada uma maior quadédde vesiculas de diametro médio

inferior a 200 nm (40 a 50 %). O aumento na razéi@rebprotetor:fosfolipide para 3:1 da

trealose resultou em um aumento do diametro dagcwas (372 nm) e uma menor

guantidade de particulas

inferiores a 200

nm

(16%9). aumento da

razao

crioprotetor:fosfolipide para a sacarose ndo lesomelhora significativa no controle do

diametro das vesiculas apos liofilizacdo. Amba®asulacdes apresentaram-se heterogéneas

com valores de i.p. superiores a 0,2. A partir desultados obtidos, optou-se pelo

prosseguimento do trabalho utilizando sacarosear@or crioprotetor:fosfolipide igual a 1:1

(p/p), e de trealose, na razao crioprotetor:fogidd igual a 2:1 (p/p).

Tabela 4 - Influéncia da presenca de crioprotetoresobre o didmetro das vesiculas dos
SpHL-CDDP obtidos segundo método 1a apés o processe liofilizacdo

~ Distribuicéo
Razao o .
. _ a Indice de de vesiculas .
Crioprotetor: Diametro - - A Potencial
Amostra* P L Polidispersao de diametro
Fosfolipide  Médio (nm) . < zeta (mV)
(0/p) @i.p.) <200 nm
(%)

Lip-S/Crio-AL - 131,1+19,4 0,150 80,4+13,3 19+1,2
Lip-S/Crio-PL - 390,7 £139, 5 0,682 28,2+122 050,55
Lip-Sacarose-AL 11 128,8 0,165 89,1 2,5

2:1 154,0 £ 14,1 0,254 73,0x6,7 -23+x35

3:1 111,8 + 16,6 0,080 96,0+6,2 -13+1,0
Lip-Sacarose-PL 11 251,6 0,396 40,7 1,0

2:1 256,7 £ 13,6 0,479 40,9+0,1 0,634

3:1 263,3 £50,0 0,569 36,4+7,7 16+29
Lip-Trealose-AL 1:1 126,9 0,193 80,6 -

2:1 153,4 + 18,69 0,231 758+11,2 -15+18

3:1 129,9 0,148 89,0 5,3
Lip-Trealose-PL 1:1 2425 0,601 40,9 -

2:1 213,4+37,4 0,386 50,5+8,3 -28+28

3:1 372,1 0,446 16,3 2,7

*As abreviaturas AL e PL significam antes e apoés diliatao, respectivament®s valores
sdo expressos como médiap (n = 3), exceto para as amostras Lip-Sacarhfe Erealose
1:1 assim como Lip-Trealose 3:1 (n = 1).
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Em relagdo a medida de potencial zeta, as vesideldSpHL-CDDPapresentaram
valores proximos a neutralidade na auséncia empgasios crioprotetores (Tabela 4).

3.2 Influéncia dos crioprotetores sobre o diametr@ potencial zeta das vesiculas apés a
reconstituicdo do pdé dos SpHL-CDDP obtidos segundanétodo 1a, utilizando

crioprotetores na fase interna e externa dos lipoemas

A adicéo de crioprotetores, na fase interna erextdas vesiculas lipossomais, nédo
levou & melhora da eficiéncia de manutencao dortamaesultando em valores de diametro
meédio superiores ao métoda, no qual os crioprotetores foram adicionados soenarfase
externa da formulac&o. Em relacéo a distribuic&ogmtual de vesiculas menores que 200 nm

houve diminuigé&o para valores abaixo de 18% (Tabela

Tabela 5 - Influéncia da presenca de crioprotetorepresentes na fase interna e externa,
sobre o diametro das vesiculas dos SpHL-CDDP obtidosegundo método la apos o
processo de liofilizag&o

RazA ) Distribuicédo
azao indice de  de vesiculas

Crioprotetor: Diametro Potencial

Amostra* Fosfolipide  Médio (nm) Polidisperséo de diametro zeta (mV)
(0/p) (i.p.) < 2((3/(()))nm
Lip-Sacarose-AL 1:1 108,6 +5,9 0,04 + 0,02 99,7+0,1 -4,45%0,8
Lip-Sacarose-PL 1:1 423,1+8,6 0,65 +0,24 1663+ 1,60+ 3,7
Lip-Trealose-AL 2:1 104,85+8,4 0,05+0,01 990, -250+1,6
Lip-Trealose-PL 2:1 384,7+123,7 0,42 +0,02 BI1B,1 0,10+1,8

* Os valores sdo expressos como médip (n = 2).

4 Avaliacdo dos parametros de producédo dos SpHL sagdo método 2 (escala piloto)

4.1 Influéncia do namero de ciclos de homogeneizazé da pressao sobre o diametro das

vesiculas dos SpHL
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Os SpHL produzidos pelo método 2 apresentaram uémeatio médio de
aproximadamente 380 nm (i.p. = 0,66) logo apdsiatacdo do filme lipidico. A diluicdo da
dispersdo de SpHL néo levou a alteracdo do diameetdbstribuicdo da populacdo das
vesiculas (Tabela 6). Quando submetidos a homaragés sob presséo igual a 500 Bar apos
3 ciclos, observou-se uma reducdo significativadi@metro das vesiculas (115 nm) e a
obtencédo de uma dispersao lipossomal de maior hemeadpde (i.p. = 0,24). A distribuicdo
do didametro das vesiculas mostra que a totalidadentbstra possui tamanho inferior a 500
nm, sendo que 40 % possui diametro inferior a 10 @om o acréscimo do namero de
ciclos para 9, observa-se um didametro médio ig,8 nm, um ganho na homogeneidade
da dispersao de lipossomas (i.p. = 0,19) e no \adeoluto da porcentagem da populagcao de
vesiculas de diametro inferior a 100 nm (54,3 %) é&htanto, ndo existe diferenca
estatisticamente significativa entre a distribuic&ovesiculas de diametso100 nm com o
emprego de 3, 6 e 9 ciclos (p > 0,080 se aumentar o nimero de ciclos para 12, naorfor
observadas alteracdes nestes resultados, sugepiledioi alcancado o limite de reducéo do

diametro das vesiculas nas condi¢cOes de press&egaudps.

Tabela 6 - Influéncia do numero de ciclos empregadono processo de homogeneizagao
sob pressdo a 500 Bar sobre o didmetro das vesicutios SpHL

Numero Diametro Inc:;gﬁ_de Distribuicdo do diametro das vesiculas (%)
de 1 . ~
ciclos* ~ Medio (nm) dls(?gr)sao <100 nm <200nm  200-500 500 nm

0 381,8+37,8 066+0,01 4,10+00 218+7,8 422 37,1+99

3 1150+ 5,5 0,24+0,05 40,2+04 894+0,2 HWHU3 0,2+0,1

6 104,3+6,4 0,23+0,01 474+104 920+38 #3I8 0,1+0,1

9 945+158 0,19+0,00 54,3+205 96,1+2,1882,1 0,0+£0,0

12 81,3 0,2 68,7 98,5 2,3 0,0

*Os valores de 0 a 9 ciclos correspondem a média fn = 2), enquanto que o 12° ciclo
apresenta valores de n = 1.

Ao serem homogeneizados sob pressao igual a 100QTBRela 7), apos 3 ciclos,
observou-se uma reducéo significativa no diamea® esiculas (87 nm) e a obtencédo de
uma disperséao lipossomal de maior homogeneidauleO(R). A distribuicdo do diametro das

vesiculas mostra que a totalidade da amostra ptasanho inferior a 500 nm, sendo que 55
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% possui diametro inferior a 100 nm. Com o acrésdilm nimero de ciclos para 6, observa-
se um didmetro médio igual a 80,3 nm, uma dispdipdesomal homogénea (i.p. = 0,2) e
uma porcentagem de populacdo de vesiculas de déamétrior a 100 nm igual a 69%,
sendo estatisticamente diferente daquela obtidaccemprego de 3 ciclos (p < 0,001). Ao se
aumentar o numero de ciclos para 12, ndo foramreddas alteracdes nestes resultados,
sugerindo que foi alcancado o limite de reducadiéimetro das vesiculas nas condi¢cfes de
pressdo empregada. Entretanto, a utilizacdo desssgn levou a um aquecimento da
amostra, atingindo a temperatura de 55 °C. Portaofmou-se em empregar a
homogeneizacdo sob pressdo a 500 Bar, por 9 ciotoqpreparo de SpHL-CDDP. Além
disso, foi adicionado a essa formulagdo um ageritexidante, o butilhidroxitolueno (BHT),

em concentracdo igual a 0,01 % (p/p).

Tabela 7 - Influéncia do numero de ciclos empregadono processo de homogeneizagao
sob pressdo a 1000 Bar sobre o didmetro das vesautos SpHL

NL’Jrc;leero Diémetro In(:)igﬁ_de Distribuicdo do diametro das vesiculas (%)

ciclost  Medio (nm) dis(fzr)sg‘o <100 nm <200nm  200-500 500 nm
0 280,1+71 O,A; i 0,05 56+2,7 27,0+0,54,2+0,06 18,8 +0,17
3 86,9+1,3 0,2+0,03 548+02 957+16F2+1,67 0,0+0,00
6 80,3+1,1 0,2+0,01 690+0,1 975+0,1 2,3600 0,0+0,00
9 79,7 0,2 69,0 97,6 2,3 0,0
12 79,0 0,2 69,0 97,5 2,3 0,0

* Os valores de 0 a 6 ciclos correspondem a médip ¢n = 3), enquanto que os ciclos 9 e
12 apresentam valores de n = 1.

SpHL-CDDP foram submetidos a 9 ciclos de homogeigéiz sob pressédo de 500 Bar,
sendo obtidos lipossomas com diametro vesiculaiom# 99 nm, monodispersos, com 52,6
% das vesiculas menores que 100 nm e 100 % congilesrabaixo de 500 nm, diametro
limitante & administracdo parenteral (Tabela 8)pdkcentagem de vesiculas de diametro
< 100 nm foi significativamente maior com o empraigm 9 ciclos ao invés de 3 ciclos
(p < 0,01). Diante desses resultados, utilizou-ggressdo de 500 Bar e 9 ciclos para a

producao de SpHL-CDDP, segundo o método 2, paegser o teste de estabilidade.
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Tabela 8 - Influéncia do numero de ciclos empregad no processo de homogeneizacao
sob pressdo a 500 Bar sobre o didmetro das vesictios SpHL-CDDP

NL’Jrc;leero Diémetro Iﬁc;igﬁ_de Distribuicdo do diametro das vesiculas (%)

ciclose  Medio (nm) d's(f’gr)sg‘o <100nm <200nm  200-500 500 nm
0 364,7+51,0 0,7+0,18 6,2+25 22,7+59 4538% 31,9+5.2
3 112,7+4,1 0,2+0,01 40,1+0,2 893+0,1 108 0,1+0,1
6 104,2+29 02+0,02 46,3+79 900%+20 9Z& 0,101
9 98,8 +3,6 02+0,01 526+56 938+20 6,0&2 00+0,0

*Os valores de 0 a 9 ciclos correspondem a médi = 7).

4.2 Avaliacdo do numero de ciclos de ultrafiltracAaecessarios para a separacao da

CDDP nao encapsulada

A avaliagdo do numero de ciclos necessarios padingnacdo da CDDP néo
encapsulada com o uso da ultrafiltracdo esta ddamadilasna Tabela 9. Apds 5 ciclos de
ultrafiltracdo, a cisplatina ndo encapsulada, dantio permeado, ndo foi mais detectada. O
processo de ultrafiltracdo foi eficiente na sep@waglo material encapsulado do néo
encapsulado e foi utilizado na producéo piloto paaurificagcdo dos SpHL-CDDP obtidos

segundo método 2.

Tabela 9 - Influéncia do nimero de ciclos de ultfdtracdo sobre a purificacdo dos
SpHL-CDDP

Numero de ciclos Concentracéo de CDDP no permeadmg/mL)"

0,70+0,10
0,30 + 0,04
0,17 +0,03
0,08 + 0,01
<LD”
<L.D.

o 01 A W N PP

" Os valores de 1 a 6 ciclos correspondem a médja(h = 7).
A concentracdo de CDDP foi menor que o limite deaigio (L.D.).
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5 Caracterizacao fisico-quimica de SpHL-CDDP obtid®segundo método 2

Para que os lipossomas sejam utilizados como cames de farmacos, estes devem
apresentar diametro de vesicula definido e disgd@muhomogénea, pois esses parametros
influenciam no seu comportamento biolégico e naestabilidade. Os SpHL-CDDP, obtidos
pelo método 2, foram monodispersos, com diametrdionéesicular menor que 100 nm e
potencial zeta proximo a neutralidade. O teor deapsulacdo ficou em torno de 13 %
(Tabela 10). Esse teor de encapsulacdo foi menaudoaquele observado para os SpHL-
CDDRP calibrados por uso do método de extrusao @étdp. Considerando que a distribugéo
percentual de vesiculas de diametrd®200 nm é igual com o emprego de 3 e 6 ciclos
(p > 0,05) (Tabela 8), seria interessante avalian Bstudo futuro, a possibilidade de se obter
um aumento do teor de encapsulacdo de CDDP em -§HlP mediante a reducdo do

namero de ciclos de homogeneizacao a 500 Bar I@sic

Tabela 10 - Caracterizacéo fisico-quimica dos SpHCDDP obtidos pelo método 2*

Teor de Diametro das indice de Potencial Zeta(mV)
encapsulacdo (%) vesiculas (nm) polidisperséao (i.p.)
12,9+ 2,30 99,0+3,9 0,20 £ 0,01 21+29

*Os valores apresentados correspondem a médigr:d[).

6 Influéncia da presenca de crioprotetores sobre asaracteristicas fisico-quimicas dos
SpHL-CDDRP liofilizados obtidos pelo método 2

Para a avaliacdo da influéncia dos crioprotetoies SpHL-CDDP, preparados em
escala piloto, foram utilizadas a relacdo criogostéosfolipide de 1:1 (p/p) para a sacarose e
de 2:1 (p/p), para a trealose. Na auséncia desunstancia crioprotetora, o diametro médio
das vesiculas apo0s a ressuspensao do po foi deimpdamente 470 nm, com indice de
polidispersao de 0,50 (Tabela 11). Na presencadogrotetores, o0 aumento do tamanho das
vesiculas apos a reconstituicdo do liofilizado ganificativamente menor com o0 uso da
trealose, nos quais o diametro médio das vesisofasu um menor aumento, dobrando o valor
do diametro médio em relacdo as amostras antésfitiadcao.

Para as amostras liofilizadas na auséncia de otetpres ou utilizando sacarose (razao

crioprotetor:fosfolipide 1:1 p/p), ocorreu aumentim didmetro das vesiculas na ordem de 5
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vezes. A distribuicdo percentual de vesiculas abdex200 nm foi de 12-14 % e menores de
500 nm variou de 37 a 44 %.

Tabela 11 - Influéncia da presenca de crioprotetogesobre o didmetro das vesiculas dos
SpHL-CDDP obtidos pelo método 2

Raz30 . . Distribuicéo percentual do
Crioprotetor: D'ametro  Indice de diametro das vesiculas
Amostra* . médio  polidispersao
Fosfolipide .
(/D) (nm) (ip.) <200 200-500 >500

Lip-S/Crio-AL - 99 +4 0,20+£0,01 94 +2 6+ 2 00
Lip-S/Crio-PL - 470+15 0,50x0,18 12+5 43 +4 44+ 0
Lip-Sacarose-PL 11 41039 0,43+0,08 14+4 49+7 378
Lip-Trealose-PL 2:1 192+10 0,46 £0,06 56+0 37+3 73

*Os valores indicados representam a média + dp4)) exceto para Lip-S/Crio cujon =7.

Os resultados obtidos indicam que SpHL-CDDP pasade administracdo intravenosa,
em maior volume, podem ser preparados empregands-stapas de evaporacdo sob pressao
reduzida da emulsdo O/A, seguida de homogeneizegldalta pressdo e ultrafiltracdo nas
condi¢des avaliadas. A homogeneizacdo sob altagwes a extrusdo foram as duas técnicas
utilizadas neste trabalho para a calibracdo e Bexldg didmetro das vesiculas dos lipossomas.
Em comparacdo com a extrusdo, a homogeneizacaaltagressdo € mais promissora para a

producao em larga escala em funcao da facilidadeaheiseio e rapidez do processo.
7 Estudo da estabilidade de armazenamento dos SpHLDDP

A estabilidade de armazenamento dos SpHL-CDDP asolormas liquida (dispersao
lipossomal) e liofilizada, obtidos pelo método &,dvaliada quanto ao didmetro das vesiculas,

potencial zeta e teor de encapsulagéo.

7.1 Determinacéo do diametro das vesiculas e potémczeta de SpHL-CDDP durante o

armazenamento

De acordo com os resultados apresentados na taBelabservou-se que apds o

processo de liofilizac&o/rehidratacdo, ocorreu aumsignificativo, da ordem de 5 vezes, do
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didametro médio das vesiculas liofilizadas na auaéhe crioprotetores (p < 0,001) em relacdo

a disperséo lipossomal. A disperséo lipossomag digtribuicdo de didmetro era homogénea
antes de ser submetida a liofilizacao (i.p. = (@Ryesentou-se heterogénea apos a rehidratacéao
(i.p. = 0,5). Pode-se verificar que ndo existe rdifiea significativa (p > 0,05) entre os
diametros médios e potencial zeta dos SpHL-CDDP,6sapo processo de
liofilizag&o/rehidratacdo, das vesiculas ressusgsrao longo de 60 dias de armazenamento.
Na auséncia de crioprotetores, os lipossomas aafrergregacdo e/ou fusdo das vesiculas,
resultando no aumento do diametro meédio apos areghcdo do material liofilizado. Em
relacdo aos valores de potencial zeta, ndo forasere@idas alteracdes ao longo do tempo de

armazenamento.

Tabela 12 - Avaliacdo da estabilidade do diametro potencial zeta de SpHL-CDDP
liofilizados na auséncia de crioprotetores

Distribuicéo percentual do Potencial

Diametro  indice de o .
didmetro das vesiculas

Amostra* médio  Polidispersao zeta
(nm) (i.p.) <200 200-500 =500 (mV)
Lip-S/Crio-AL 99+ 3,6 0,2+0,0 94+20 6+20 MO0 28+35

Lip-S/Crio-PLd 0 470+145 0,5+0,2 12+45 43+42 44+04 15+20

Lip-S/Crio-PLd 7 501+29,0 0,4+0,1 8+23 44+83 48+72 14+15

Lip-S/Crio-PLd 15 473 +27,5 05%0,1 11+39 45+3,7 44+04 3018

Lip-S/Crio-PLd 30 457 +48,2 0,5+0,1 13+4,4 39+0,044+0,1 15+24

Lip-S/Crio-PLd 60 490+10,2 0,4+0,1 7+23 48+22 45+02 2,2+1,6

*As denominac¢des d0, d7, d15, d30 e d60 refereapsalias 0, 7, 15, 30 e 60 apos o0 preparo
dos SpHL-CDDP liofilizadosOs valores indicados representam a média + dp3jn =

Na tabela 13 estdo apresentados os resultados/oslao estudo de variacdo do
diametro dos SpHL-CDDP ao longo do tempo de armamento em que foi utilizada a
sacarose, na razao crioprotetor:fosfolipide 1:1saarose ndo exerceu a agado crioprotetora
desejada, visto que o diametro das vesiculas aomengnificativamente (p < 0,001) apos
rehidratacdo do pdé liofilizado, comportando-se deneira semelhante aos SpHL-CDDP
produzidos na auséncia de crioprotetores. A Hisgéo percentual das vesiculas de SpHL-
CDDP menores que 200 nm, tanto em SpHL-CDDP prdparsem ou com sacarose é menor
que 14 %. A concentragao de sacarose utilizadda&detiva para a crioprotecdo almejada.

Como observado anteriormente na auséncia de ctadproo potencial zeta dos SpHL-CDDP
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preparados na presenca de sacarose também namumakéracdo ao longo do tempo de

armazenamento.

Tabela 13 - Avaliacdo da estabilidade do diametro potencial zeta de SpHL-CDDP
liofilizados na presenca de sacarose

Diametro indice de Distribui¢éo percentual do _
Amostra* médio  polidispersdo diametro das vesiculas PotenC|\a/1I
(nm) (i.p.) <200 200500 >500 2&@(MY)
Lip-Sac-AL 99 + 3,6 0,2x0,0 94+20 6x£2,0 00 3,247

Lip-Sac-PLd0  410+38,7 04+0,1 14+38 48+6,7 37+82 05%45
Lip-Sac-PLd 7 454 +457 0,3+0,1 8+6,5 52+36 41+73 15%24
Lip-Sac-PLd 15 510+53,8 0,5+0,2 9+51 39%+63 52+88 0,7+64
Lip-Sac-PLd 30 414+16,9 05+0,1 14+38 43+x7,0 41+68 0,6%1,2
Lip-Sac-PLd 60 409+24,1 0,4+0,1 14+3,8 48+6,7 37 +7,924+1,2

*Os valores indicados representam a média + dp4n =

Entretanto, o uso da trealose como crioprotetanier um maior controle do diametro
das vesiculas de SpHL-CDDP apo0s a liofilizacaodreitacdo como indicado na Tabela 14.
Apesar do aumento significativo, da ordem de 2 sede diametro médio das vesiculas em
relacdo a disperséo lipossomal (p < 0,001), o mesmenor do que o observado na presenca
de sacarose (quatro vezes maior). A dispersasdgmal de SpHL-CDDP apresentou-se
heterogénea (i.p. = 0,5), no entanto a maioriavea$culas apresentaram diametro igual ou
inferior a 500 nm (93%), o0 que é importante pagarantia de seguranca de uma administracédo
endovenosa e para a eficacia antitumoral. Com odas@acarose como crioprotetor, foi
observado um percentual elevado de vesiculas camediio superior a 500 nm (37 %). Ao
longo do tempo de armazenamento, pode-se vergioamao houve diferenca significativa (p
> 0,05) entre os didametros médios e potencialdeteSpHL-CDDP preparados na presenca de

trealose, apos o processo de liofilizacao/reradéd.
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Tabela 14 - Avaliacdo da estabilidade do diametro potencial zeta de SpHL-CDDP
liofilizados na presenca de trealose

Diametro indice de Distribuicéo percentual do )
Amostra* médio  polidisperséo diametro das vesiculas ;e(i;e?rﬂ\a/l;
(nm) (i.p.) <200 200-500 >500
Lip-Tre-AL 99 + 3,6 0,2+0,0 94+20 6x2,0 @m0 2,4+3,8

Lip-Tre-PLdO0  192+10,3 0,5+0,1 56+0,1 37+30 7+x29 31x19

Lip-Tre-PL d 7 199+176 0,5%+0,0 52+75 39+x70 8+23 24+23

Lip-Tre-PLd 15 210+32,0 0,5%0,1 45+74 42+46 10+x6,3 21+24

Lip-Tre-PLd 30 192+10,2 0,5%+0,1 56+0,2 33+59 8+30 24+13

Lip-Tre-PLd60 191+119 0,4+0,1 56+0,2 38+26 6+x25 33*1,6

Lip-Tre-PL d 135 181 +9,3 0,5+0,1 56+00 37+3,1 8x30 N.D.

*A denominacdo d135 refere-se ao 135° dia apdésepapo dos SpHL-CDDP liofilizados.
N.D. significa valores ndo determinadd@3s valores indicados representam a meédia £ dp (n =
4).

A variacdo do diametro e potencial zeta da prepardiguida de SpHL-CDDP foi
também acompanhada ao longo do tempo para finsrdparacdo com sua forma liofilizada.
Conforme descrito na Tabela 15, pode-se obseneaadglispersao liquida de SpHL-CDDP néao
sofreu alteracdo do didmetro das vesiculas ducape&iodo de armazenamento de 135 dias. O
diametro médio manteve-se em torno de 110 nm. Ailoliscdo percentual de vesiculas
menores de 500 nm foi igual a 100 %. O potenci da preparacao liquida de SpHL-CDDP
também se manteve constante ao longo do tempontkz@namento. Possivelmente isso se
deve a presenca de DSPE-RBkna formulagdo de SpHL-CDDP contribuindo para a
estabilizacdo das vesiculas. A mobilidade eletéticat de SpHL-CDDP € muito baixa (< 0,5
ums/Vem™), apesar da presenca de CHEMS que confere uma oeaggtiva & superficie dos
lipossomas. Os valores da mobilidade eletroforé8éa coerentes com os valores descritos na
literatura quando da utilizacdo de DSPE-Rfgé&na concentracédo de 5 % (WOODEE al.,

92). Além disso, convém ressaltar que a inalteragises dados demonstram que as cadeias
de polietilenoglicol ndo foram afetadas pelo preoesle liofilizacdo/rehidratacdo e no

armazenamento de SpHL-CDDP.
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Tabela 15 - Avaliacdo da estabilidade do diametro potencial zeta de SpHL-CDDP
armazenados na forma liquida

Diametro indice de Distribuicéo percentual do .
Amostra médio polidisperséo diametro das vesiculas Ptite?c%/\;
i zeta (m
(nm) (P, <200 200-500 >500

Lip-Disperséod 0  110+3,9 0,2+0,0 89+0,1 11+0,10,1+0,1 1,719

Lip-Disperséo d 7 113+45 0,2+0,0 89+0,1 11+0,10,1+0,1 0,2+2,7

Lip-Dispersédod 15 116+3,9 0,2+0,0 89+0,1 11+0,10,1+0,1 0,5+0,9

Lip-Disperséod 30 110+2,0 0,2+0,0 89+0,1 11+0,10,0+x0,1 15+29

Lip-Dispersaod 60 117x7,8 0,3x0,1 87+48 13+4304x05 22+172

Lip-Disperséo d 135118 +4,8 0,3+0,1 84+4,7 16+4,70,4+0,5 N.D.

*Os valores indicados representam a média + dp3n =

Portanto, em todas as formulacdes de SpHL-CDDRaalea (liofilizada e liquida) ndo
foram observadas modifica¢cdes do diametro, indécpdlidispersédo e potencial zeta durante o
seu armazenamento por até 60 ou 135 dias. As §iglfae 16 mostram o0 sumario desse

conjunto de dados.
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Figura 15 — Variacdo do diametro das vesiculas e dodice de polidispersédo de SpHL-
CDDP durante um periodo de até 60 dias de armazenamto. (A) SpHL-CDDP
liofilizados e rehidratados na auséncia de criopretor; (B) SpHL-CDDP liofilizados e
rehidratados na presenca de sacarose (relagdo saose:fosfolipide 1:1 p/p) (C) SpHL-
CDDRP liofilizados e rehidratados na presenca de tedose (relacdo trealose:fosfolipide
2:1 p/p) e (D) SpHL-CDDP na forma liquida. O tempd representa as amostras antes da
liofilizacdo (exceto para D) e o tempo 1 representa dia em que as amostras foram
ressuspensas.
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Figura 16 — Variacdo do potencial zeta de SpHL-CDDM®urante um periodo de até 60
dias de armazenamento. (A) SpHL-CDDP liofilizado® rehidratados na auséncia de
crioprotetor; (B) SpHL-CDDP liofilizados e rehidratados na presenca de sacarose
(relacdo sacarose:fosfolipide 1:1 p/p) (C) SpHL-CDP liofilizados e rehidratados na
presenca de trealose (relacéo trealose:fosfolipidel p/p) e (D) SpHL-CDDP na forma
liguida. O tempo O representa as amostras antes dmfilizacdo (exceto para D) e o
tempo 1 representa o dia em que as amostras foraragsuspensas.
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A partir da observacdo do melhor efeito criopratebmnseguido com o emprego de
trealose, foi investigada também a estabilidadativel & retencdo de CDDP encapsulada em
SpHL-CDDP ap6s 135 dias de armazenamento. Os SpkDFCliofilizados na presenca de
trealose conseguiram manter o farmaco encapsuladdomina mais eficiente do que a
formulacéo liquida (p < 0,05) (Tabela 16). Portamt@revencdo da agregacao e/ou fusédo das
vesiculas observada nos estudos de estabilidadénietro das vesiculas parece nao impedir o
extravasamento da CDDP encapsulada nos SpHL-CDDBRnbnto, o processo de preparo de
SpHL-CDDP sob a forma liofilizada contribuiu com adimizacdo desse parametro de

estabilidade da preparacéo lipossomal.

Tabela 16 - Avaliacdo do teor de liberacdo de CDD® partir de  SpHL-CDDP ap6s 135
dias de armazenamento

Amostra* Teor de liberacao (%)
Lip-Trealose 40+1,0
Lip-Disperséo 14,3+3,5

"Os valores indicados representam a média + dp ds (ldp-Dispersdo) ou trés
experimentos (Lip-Trealose).

8 Por que a trealose é mais eficiente do que a sexse no controle do diametro dos
SpHL-CDDP?

A crioprotecao oferecida pelos solutos € influed@ipela temperatura de transicdo de
fase dos lipides (Tm) e pela temperatura de traosiiirea dos crioprotetores (Tg) (CROWE
al., 1994). A utilizacdo de crioprotetores duranteddilizacdo deve observar a Tg do soluto
empregado como tal, a fim de preservar a natyreassa do liofilizado.

A secagem primaria do processo de liofilizacacedsar feita a aproximadamente 4 °C
abaixo da Tg dos crioprotetores (MOHAMMEDal.,2006). Estudos de Roos e colaboradores
(1997) demonstraram que em solu¢cdes aquosas cceEmpadas, a sacarose (concentracao
maxima de soluto igual a 81,7 % p/p) apresentoa g igual - 46 °C, enquanto que a
trealose (concentracdo maxima de soluto igual & @ilp/p) apresentou Tg igual a - 40 °C. Em
virtude da maior habilidade da trealose em contimldiametro das vesiculas de SpHL-CDDP,
pode-se sugerir que a trealose apresentava Tg aeirteanperatura empregada na liofilizacao,
mantendo-se como uma matriz vitrea. Por sua veacarose presente nos SpHL-CDDP deve



73

apresentar Tg abaixo ou igual a temperatura emgieega secagem primaria, ja que apresentou
propriedades semelhantes as amostras liofilizaalasiséncia de uma substancia crioprotetora.
Crowe e colaboradores (1996) observaram que arsodialipossomas constituidos por
fosfatidilcolina de ovo na presenca de sacaroseoaoioprotetor (razéo lipide:agucar 1:1 p/p)
atingiram menor temperatura de transicdo vitrese eida maneira mais rapida durante a
hidratacdo do que com o emprego de trealose (tgHée:acucar 1:1 p/p). Portanto a sacarose
apresentou menor capacidade de manutencdo da mgtga, a qual € importante para o
controle do diametro das vesiculas. Os valoresgdeaid inversamente proporcionais ao teor de
umidade da amostra, ou seja, a medida que a andéoBitaatada, os valores da temperatura de
transicdo vitrea diminuem (CROW& al., 1998). Durante o processo de rehidratagdo do
liofilizado, 0 menor aumento do didmetro em Lipatose (o diametro dos lipossomas com
trealose aumentou 2 vezes em relacdo aos SpHL-GIDEER da liofilizacdo) do que em Lip-
sacarose (o0 diametro dos lipossomas com sacarasentau 4 vezes em relacdo aos SpHL-
CDDP antes da liofilizagdo) pode ser devido ao féoque a medida que a trealose é
hidratada, grande parte da agua absorvida levandaf@do da trealose dihidratada, que é
responsavel pela maior temperatura de transicdeavileste dissacarideo. Em oposicéo, a
absorcao da dgua pela sacarose resulta em umaewém Tg, de modo que essa temperatura
pode ser mais facilmente atingida durante o progedssestabilizando a matriz vitrea de
sacarose (CROWEt al.,1996).

Deste modo, além da maior Tg apresentada pel@segbodem ser ressaltadas outras
vantagens que sao importantes para sua eficaciapratetora, como sua baixa
higroscopicidade, a auséncia de ligagcbes de hidiogéternas que permite maior flexibilidade
para a formacdo de ligacdes de hidrogénio durafitdilizacdo e reatividade quimica muito
baixa (ABDELWAHED, 2006).

Embora a manutencdo da matriz vitrea seja necaspara a estabilizacdo dos
lipossomas no estado desidratado, isto ndo € ped suficiente. A diminuicdo da Tm dos
fosfolipides desidratados também €& necesséria pamaanutencdo da estabilidade dos
lipossomas. A presenca de crioprotetores pode pirewe aumento na permeabilidade da
bicamada e extravasamento do material encapsulacintd a rehidratacdo. Sabe-se que
dissacarideos, como trealose e sacarose, interagemos grupos polares dos fosfolipides,
deprimindo a Tm e mantendo o fosfolipide em umdesfiuido apds a desidratacdo (VAN
WINDEN et al., 1997). Quando a dipalmitoilfosfatidilcolina (DPP€}esidratada na auséncia
de crioprotetores, sua Tm aumenta de 42 °C (estmilatado) para 120 °C. A presenca dos

dissacarideos sacarose e trealose impedem essgdslehrusca da Tm do DPPC durante o
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processo de liofilizacdo, e ambos atuam diminuiesiea temperatura para 24 °C (CRO&E
al., 1998). Dessa forma, sugere-se que no presentdhoatestes aclcares atuem de maneira
semelhante, diminuindo a Tm dos lipides da formrada®OPE e DSPE-PEg €, portanto,
impedindo a perda da CDDP encapsulada nos SpHL-COBPPmecanismos de acdo da
sacarose e da trealose sdo diferentes, provavelnuEnido a estereoquimica do grupos
hidroxila da sacarose dispostos nas posicOes e@lato axial. Entretanto, sob condi¢des
drasticas, nas quais a agua é completamente remawsddois acucares atuam de maneira
semelhante (LUZARDGt al.,2000).
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A partir dessa dissertacdo de mestrado foi propast@rocesso de preparacéo piloto
de SpHL-CDDP, o qual é constituido pelas etapasssixas de evaporacdo em fase reversa,
homogeneizagéo sob alta presséo e ultrafiltracam € emprego de uma pressao de 500 Bar
durante nove ciclos na etapa de calibracdo dos SpPIDP, seguido de ultrafiltracdo por
quatro ciclos, é possivel obter uma preparacasdipmal monodispersa com diametro médio
igual a 99 nm. No entanto, consideramos que é€esgante a otimizagdo do teor de
encapsulacdo de CDDP nos SpHL-CDDP, uma vez qeercehcontrado foi igual a 13,0 %.
Uma investigacdo a ser proposta é o emprego de nsem@ ciclos na etapa de
homogeneizacédo sob alta pressédo a 500 e 10009Basd justifica devido ao fato de se ter
observado que néo existe diferenca da distribulgdtamanho das vesiculas de SpHL com o
emprego de 3 ou 9 ciclos a 500 Bar. Em relacaoténgfo de uma populacdo de SpHL de
didmetro< 100 nm foi observada uma diferencga estatistica@arso de 500 Bar (40,2 + 0,4
%) e 1000 Bar (54,8 = 0,2 %) durante 3 ciclos (G01). Isto motiva igualmente a avaliacao
do emprego da homogeneizacdo sob pressao a 1000 Bae podera contribuir com uma
maior populacdo de vesiculas de SpHL-CDDP de diamet 200 nm apds a
liofilizacao/rehidratacao.

O emprego de crioprotetor, em especial a treafosee extrema importancia para o
controle do didmetro das vesiculas ap6s o proaissiofilizacdo/rehidratagéo. E importante
ressaltar que o processo de liofilizagdo ndo compteu a retencédo da CDDP encapsulada
nas vesiculas, ndo sendo portanto, observada démerda mesma ap0s a ressuspensao do
liofilizado. Apesar da quase totalidade das veagule SpHL-CDDP apresentar diametro
inferior a 500 nm com o0 uso da trealose como ooitgpor, convém avaliar a funcao
crioprotetora de outras substancias para a obteexé@asiva de uma populacdo de SpHL-
CDDP de diametro< 200 nm para o tratamento de tumores que nao mEerMid
extravasamento vascular de particulas maiores.

Em relacdo a estabilidade fisica, os SpHL-CDDP aoran& liquida e liofilizada
apresentaram manutencgdo do didmetro médio e patereta das vesiculas durante 135 dias
de armazenamento. Entretanto, a forma lipossorofilizada foi mais eficiente quanto a
retencdo da CDDP encapsulada durante o tempo dazamamento. Para o estudo da
estabilidade quimica, outros parametros como aadagéo por reacOes de hidrolise e

oxidagao, devem ser investigados.
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