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RESUMO

Processos de alto cisalhamento t€m sido utilizados para reducdo e homogeneizacdo da
distribui¢ao de tamanhos de lipossomas em sua produgdo escalondvel. No entanto, a aplicagao
do cisalhamento pode modificar estruturalmente essas nanoparticulas, influenciando a
incorporacdo de farmacos hidrofébicos. Neste estudo, a chalcona sintética 3-nitro-2-hidroxi-
4,6-dimetoxichalcona (CHS), farmaco altamente hidrofébico indicado para tratamento de
leishmaniose cutanea, foi incorporada em lipossomas convencionais produzidos por processos
escalondveis de alto cisalhamento. Os lipossomas foram compostos por fosfatidilcolina de ovo
e produzidos por injecdo de etanol. Foram utilizados agitador mecanico com impelidor
Cowles, Ultra Turrax® e microfluidizador para reduzir e homogeneizar o tamanho das
particulas. A influéncia da taxa de cisalhamento foi controlada pelo método de Bangham
seguido por extrusdo em membranas. Espectros de espalhamento de raios-X a baixo angulo
mostraram que o cisalhamento leva a uma reducdo na distancia interlamelar dos lipossomas,
quando comparados ao controle. A distancia interlamelar ndo variou com a intensidade do
cisalhamento na faixa de agitagdo obtida com o impelidor Cowles, mas diminuiu com o
aumento do cisalhamento provocado pelo Ultra Turrax®. A constante eldstica, relacionada
com a rigidez da bicamada e dependente da estrutura dos lipossomas, aumentou
proporcionalmente com a taxa de cisalhamento para os dois agitadores. O cisalhamento
também diminuiu o didmetro médio dos lipossomas e a distribuicdo de tamanhos.
Inicialmente, CH8 foi incorporada em lipossomas pré-formados. Os resultados mostraram que
a expulsdo e precipitagdo do farmaco incorporado foram proporcionais a intensidade do
cisalhamento aplicado. Essa limitagdo foi contornada pela incorporagdo de uma baixa
concentracdo de CH8 durante a formacgdo dos lipossomas. A taxa de cisalhamento produzida
pelo impelidor Cowles favoreceu a elasticidade da bicamada lipossomal, proporcionando alta
eficiéncia de incorporacdo e capacidade de carregamento da CHS. Assim, a elasticidade da
bicamada € fator determinante para a capacidade de incorporacdo de farmacos hidrofébicos
em lipossomas. Estas descobertas constituem uma melhoria nos processos de alto
cisalhamento utilizados para carreamento de CH8 e contribuem para o desenvolvimento de

formas farmacéuticas mais eficazes para o tratamento de leishmaniose cutinea.

Palavras chave: Lipossomas, cisalhamento, CHS8, escalonamento, leishmaniose.
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ABSTRACT

High shear processes have been used to reduce the size and homogenize the size distribution
of liposomes in their scalable production. However, high shear rates modify the liposome
structure which may affect the loading of hydrophobic drugs. In this study, synthetic chalcone
3-nitro-2-hydroxy-4,6-dimethoxychalcone (CHS8), a highly hydrophobic drug indicated to treat
cutaneous leishmaniasis, was incorporated in conventional liposomes produced by scalable
high shear processes. Liposomes were composed by egg phosphatidylcholine and produced by
ethanol injection. Cowles impeller, Ultra Turrax® stirrers and microchannel microfluidizer
were used to reduce and homogenize the size of the liposomes. The shear rate was controlled
by Bangham’s method followed by membrane extrusion. Small angle X-ray scattering spectra
showed that the shearing reduced the interlamellar distance of the liposomes compared to the
control. The interlamellar distance did not change with the shearing intensity in the range of
Cowles stirring, but it decreased for higher shearing provided by the Ultra Turrax®. The elastic
constant, which is related to the stiffness and depends on the structure of the liposomes,
increased with increasing shearing intensity for both stirrers. The shearing also reduced the
mean diameter of the liposomes and the size distributions. Initially, CH8 was incorporated into
pre-formed liposomes. The results showed the expulsion and precipitation of loaded CH8 was
proportional to the intensity of the applied shear rate. This limitation was circumvented by
incorporating a low concentration of CH8 (0.2 mol/m3) during the formation of liposomes.
The shear rate provided by the Cowles stirrer favored the elasticity of the bilayer and yielded
high incorporation efficiency and CH8-loading. Therefore, the elasticity of the bilayer is a
determining factor for the loading of hydrophobic drugs in liposomes. These findings
constitute an improvement in the high shear process used to load CH8 and to the development

of most effective pharmaceutical forms for the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Key words: Liposomes, CH8, scale-up, high shear processes, leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

Lipossomas sdo agregados coloidais de fosfolipidios. Sdo amplamente utilizados para
encapsulacdo e/ou incorporacdo de farmacos visando aumento da especificidade dos compostos
ativos com seus sitios de acdo, protecdo das moléculas sujeitas a degradacdo, reducdo de
toxicidade e possibilidade de promover liberacdo sustentada (ISRAELACHVILI, 1992; LASIC,
1993; FREZARD, 1999; BAWARSKI ez al., 2008).

A inser¢cdo de farmacos hidrofébicos na bicamada lipidica tende a desestabilizar a
estrutura do lipossoma. Lipossomas produzidos pelo método laboratorial de Bangham
(BANGHAM et al., 1965) possuem bicamadas fluidas, propicias a insercdo dessas moléculas.
Contudo, quando sao utilizadas altas taxas de cisalhamento no processo de producdo, a distancia
interlamelar dos lipossomas é reduzida pela perda de dgua, conforme descrito por andlises de
espalhamento de raios-X a baixo angulo (TREVISAN et al, 2011). Esse estreitamento da
distancia interlamelar torna a bicamada do lipossoma mais rigida, dificultando a incorporagdo de
farmacos hidrofébicos.

Processos que envolvem altas taxas de cisalhamento possuem caracteristicas atrativas para
reducdo e homogeneizagdo de tamanhos de lipossomas. Ha disponibilidade comercial de
equipamentos como agitadores mecanicos, microfluidizadores de multicanais e impactores de alta
pressdo, que tém operagdo simples e possibilitam aumento de escala da produgdo de lipossomas.
Porém, quando farmacos hidrofébicos sdo incorporados, os lipossomas produzidos com alto
cisalhamento promovem expulsio e precipitagdo das moléculas, levando a perda de efici€éncia no
processo. Essa dificuldade tem incentivado a busca por alternativas, tais como alteracdo da
composi¢ao lipidica, adicdo a lipossomas pré-formados e complexacdo desses farmacos a
ciclodextrinas (GREGORIADIS, 1993; SHARMA, 2003; JOGUPARTHI & ANDERSON, 2009;
ZANCHETTA, 2009; KAN et al., 2011).

Leishmaniose é uma doenca infecciosa, causada por protozodrios intramacrofdgicos do
género Leishmania. O Brasil esta entre os 6 paises (Ird, Afeganistao, Siria, Ardbia Saudita, Brasil,
e Peru) que, juntos, apresentam 90% dos casos de leishmaniose cutanea, forma mais comum da
doenca, com incidéncia global de aproximadamente 1,5 milhdes de casos (MITROPOULUS et
al., 2010; ROSSI-BERGMANN et al., 2011). Nos ultimos anos, a leishmaniose deixou de ser

caracteristica de dreas rurais e tem estado cada vez mais presente nos centros urbanos. Por isso, a
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pesquisa de formas farmacé€uticas mais eficazes para administracdo tépica de antileishmaniais
tem sido incentivada como necessidade imediata (BEZERRA et al.,2004).

A nitrochalcona  3-nitro-2-hidroxi-4,6-dimetoxichalcona (CH8) € um agente
antileishmanial indicado para tratamento da forma cutidnea da doenca. Estudos anteriores tém
demonstrado seletividade da CHS8 contra o parasita, com dose intralesional eficaz de apenas 0,3
mM, 100 vezes mais potente que o antimonial de primeira escolha clinica Pentostam®. Além
disso, CH8 apresenta menor citotoxicidade em relagdo aos farmacos de referéncia (BOECK et
al., 2006). No entanto, a alta hidrofobicidade da CHS8 limita sua penetra¢do nas camadas da pele.

A incorporacdo de CHS8 em lipossomas compostos por lipidios com baixa temperatura de
transicdo de fases, como fosfatidilcolina de ovo (EPC), foi utilizada na produ¢do de lipossomas
elasticos na tentativa de buscar melhor eficicia do farmaco em tratamentos tdpicos. Foram
utilizados lipossomas convencionais ou recobertos com polioxietilenoglicol-8-lauril éster (PEG-
8L). Lipossomas foram preparados pelo método laboratorial de Bangham seguido por extrusao
através de membranas de policarbonato, resultando em didmetro médio préximo a 100 nm. A
CHS foi incorporada a lipossomas pré-formados. Os resultados mostraram maior quantidade de
CHS8 em tecidos de ratos infectados quando lipossomas convencionais foram administrados.
Assim, a incorporacdo de CHS8 conferiu maior elasticidade aos lipossomas convencionais devido
ao seu empacotamento na bicamada lipidica, promovendo maior penetracdo na pele (ROSSI-
BERGMANN et al., 2011). A formulacdo bem sucedida incentiva a busca pela producdo
escalondvel de lipossomas contendo CHS, visando desenvolvimento tecnolégico de um novo
produto.

O presente trabalho parte dos resultados anteriores para estudar os efeitos da taxa de
cisalhamento sobre a incorporacdo de CH8 em lipossomas de EPC, buscando comparar diferentes
processos escalondveis, em termos de eficiéncia de incorporacao, capacidade de carregamento do

farmaco e propriedades fisico-quimicas dos lipossomas.



2. OBJETIVO

Contribuir com o desenvolvimento de produtos, processos de producdo e formas
farmacéuticas mais eficazes para tratamento de leishmaniose cutanea a partir do estudo da
incorporacdo da chalcona sintética 3-nitro-2-hidroxi-4,6-dimetoxichalcona (CH8) em lipossomas

convencionais produzidos por processos escalondveis de alto cisalhamento.
As seguintes metas foram estabelecidas para atingir o objetivo proposto:

e Incorporacdo da CH8 em lipossomas pré-formados por injecdo de etanol com reducgdo e

homogeneizagdo de tamanhos;

e Otimizagao do processo de incorporacdo da CH8 durante a producdo dos lipossomas pelo
método de injecdo combinada de etanol e farmaco com reducdo e homogeneizacdao de

tamanhos;

e Avaliacdo da elasticidade das bicamadas de lipossomas produzidos por alto cisalhamento

determinando a variag¢do da distancia interlamelar por andlises de SAXS;

e Determinacdo da concentracdo de CH8 nos lipossomas a fim de prevenir precipitagdo do

farmaco e aumentar a estabilidade do sistema;

e (aracterizagao dos lipossomas com e sem CH8 em relacdo a tamanho, polidispersidade,

potencial zeta, capacidade de carregamento e eficiéncia de incorporacdo de CHS;

e Andlise das caracteristicas dos lipossomas obtidos a fim de identificar as melhores condi¢des

de processo.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tecnologia para veiculagdo de farmacos

Desenvolvimento de novas estratégias para veiculacdo de farmacos é um dos maiores
desafios na drea da saide. Sao muitas as dificuldades nesse sentido, tais como farmacos que
apresentam insolubilidade, afinidade por tecidos especificos e toxicidade, levando por
consequéncia a baixa biodisponibilidade da substancia no local de acio (RAWAT et al., 2006).

A nanotecnologia possibilita o controle da matéria em escalas muito reduzidas, até mesmo
subatdmicas (RAWAT et al., 2006), o que a torna essencial para a drea da saude, especialmente a
farmacéutica. Avangos em desenvolvimento de novos produtos e processos mais eficientes para
veiculacdo de farmacos sdo as principais aplicagdes da nanotecnologia nessa drea (D’ AQUINO et
al., 2006).

Os chamados nanocarreadores sao particulas de dimensdes nanométricas utilizadas na
administracdo de farmacos. Apresentam alta razdo area/volume e propriedades de superficie que
podem ser manipuladas, de acordo com a ac@o desejada, através da engenharia de particulas.
Com isso, € possivel o aumento da especificidade de interacdo das substancias ativas com o
organismo (D’AQUINO et al., 2006).

Nesse contexto, os lipossomas apresentam-se como um dos tipos de nanocarreadores de
maior destaque por possuirem grande similaridade estrutural com as células, o que lhes confere

maior capacidade de penetragdo intracelular.
3.1.1. Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas compostas por agregados de fosfolipidios, de carater anfifilico,
que, em meio aquoso, se auto-organizam em bicamadas, podendo ser formados por uma ou mais
lamelas concéntricas em torno de um volume aquoso central (Figura 3.1). Para atingir
estabilidade termodindmica, essas estruturas curvam-se € fecham-se sobre si mesmas, formando

vesiculas esféricas com didmetros da ordem de dezenas de nanOmetros a dezenas de micrometros.



| _(Cabega
Polar

Caudas
apolares

Lipossoma Fostfolipidio

Figura 3.1 Estrutura do lipossoma e carater anfifilico dos fosfolipidios

Durante sua formagdo, o lipossoma encapsula parte do meio aquoso em que se encontra
disperso, englobando as substancias hidrofilicas presentes no meio. A bicamada, por sua vez, é
capaz de acomodar moléculas hidrofébicas e comporta-se como uma membrana semipermedvel
em relacdo ao material encapsulado no cerne aquoso das vesiculas. Além disso, algumas
substancias com cardter anfifilico podem se alojar na interface lamelar (Figura 3.2). Por essa
versatilidade, os lipossomas sdo considerados nanocarreadores de ampla aplicacdo

(ISRAELACHVILI, 1992; LASIC, 1993; FREZARD, 1999; BAWARSKI et al., 2008).

Féarmaco Hidrofilico

Farmaco Anfifilico

Farmaco Hidrofobico

Figura 3.2: Localizagdo de moléculas no lipossoma de acordo com sua hidrofilicidade

Lipossomas sdo biodegraddveis, ndo téxicos e capazes de interagir muito bem com as
células devido a similaridade da composi¢do de suas membranas (LASIC, 1993). A utilizacdo
dessas nanoparticulas para veiculacdo de farmacos protege o ativo da degradacgdo, leva a reducao
da toxicidade do farmaco e possibilita tratamentos de liberagdo sustentada. Para aumentar ainda
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mais a aplicacdo terapé€utica, a superficie dos lipossomas é passivel de modificagdes que lhe
conferem propriedades especificas, através da adicdo de ligantes (BATISTA et al., 2007;
BAWARSKI et al., 2008).

Costuma-se classificar os lipossomas com base em suas propriedades fisico-quimicas ou
mecanismo de acdo. Algumas classificacdes mais comuns sd3o: convencionais (compostos apenas
por fosfolipidios e colesterol); multilamelares (MLV’s) ou unilamelares (SUV’s); catidnicos ou
anidnicos; pH-sensitivos; eldsticos; imunolipossomas, entre outros (BAWARSKI et al., 2008).

O desempenho desses nanocarreadores € determinado por caracteristicas especificas
como: temperatura de transicdo de fases dos fosfolipidios, lamelaridade, carga superficial e
tamanho das particulas. Tais caracteristicas dependem da composi¢do lipidica e do processo de
producdo utilizado para formacao das vesiculas.

Dentre os fosfolipidios mais utilizados para constituir lipossomas, as fosfatidilcolinas
destacam-se por apresentarem certa estabilidade frente a variacdes de pH e da concentracido de
sal no meio, tendendo a formar bicamadas estaveis em solu¢do aquosa (BATISTA et al., 2007).
Lipossomas considerados ideais para utilizacdo em sistemas de veiculacdo de farmacos possuem
tamanhos na faixa nanométrica, com baixa polidispersidade e altissima area superficial (LASIC,
1993).

Apesar de todos os aspectos positivos relacionados aos lipossomas, suas aplicacdes ainda
sdo limitadas por problemas no escalonamento do processo de producao, dificuldades na remog¢ao
de solventes residuais, baixo percentual de carregamento de farmacos, dificuldades na
esterilizacdo, baixa estabilidade das particulas formadas e alto custo associado (BATISTA et al.,

2007, ZUO et al., 2012).
3.1.1.1. Lipossomas em sistemas transdérmicos

Quando a administracdo de um farmaco se da por via oral, ocorre o fendomeno chamado
“efeito de primeira passagem”, que consiste na degradacdo da substincia ativa pelas enzimas
gdstricas, intestinais, bacterianas e hepdticas antes da sua chegada a corrente sanguinea,
reduzindo drasticamente a concentragdo do farmaco no local de agdo. Para evitar este efeito, é
possivel utilizar a via transdérmica para administracdo de farmacos de maneira ndo invasiva e
possibilitar maior adesao ao tratamento através de mecanismos de liberacao controlada (CEVC E

BLUME, 2001).



A via transdérmica, no entanto, estd sujeita a baixa permeabilidade da pele humana, que
possui poros com cerca de 30 nm de diametro, além de possiveis irritagdes dérmicas relacionadas
a determinadas formulacdes (CEVC E BLUME, 2001; CEVC et al., 2002).

Para que seja possivel aplicagdo de lipossomas em sistemas transdérmicos, € necessario
que estes possuam propriedades eldsticas suficientes para vencer a resisténcia imposta pelas
camadas da pele (Figura 3.3). A incorporacao de tensoativos na superficie dos lipossomas resulta
na desestabiliza¢ao da bicamada lipidica por diminuicao da tensao superficial, conferindo-lhe alta
fluidez e elasticidade, o que os torna capazes de atravessar barreiras semipermedveis mantendo

sua integridade (VAN DEN BERGH et al., 1999; CEVC et al., 2002; ELSAYED et al, 2007).

Hipoderme— %

Figura 3.3: Esquema de secc¢fo transversal da pele humana

Com o objetivo de estudar o comportamento de lipossomas elasticos, OLIVEIRA (2007)
incorporou o tensoativo polioxietilenoglicol-8-lauril éster (PEG-8L) em lipossomas
convencionais compostos por fosfatidilcolina de ovo (EPC). Foi constatado que a presenga do
PEG-8L reduz a tensao superficial da dispersdo, mais expressivamente para concentragcdo inicial
de tensoativo da ordem de 40% molar em relacdo ao lipidio. O coeficiente de permeabilidade dos
lipossomas elésticos foi 10 vezes maior que dos convencionais.

Paralelamente as modificac¢des fisico-quimicas, as propriedades eldsticas dos lipossomas
estdo também relacionadas com empacotamento e propriedades mecanicas da estrutura, ou seja, o
modo de produgdo das particulas pode fornecer diferentes quantidades de energia ao sistema,

resultando em comportamentos estruturais distintos (TREVISAN, 2010).



3.1.1.2. Producio de lipossomas

A preparacdo de lipossomas tem sido estudada desde 1965, quando o hematologista
britanico Alec D. Bangham descreveu um método de formacdo de lipossomas por hidratacao de
filmes lipidicos. O método de Bangham ¢ até hoje o mais conhecido e difundido para produgao
dessas particulas e parte da evaporacdo rotatéria de uma solugcdo organica de fosfolipidios,
colesterol e outros compostos hidrofébicos para formagdo de um filme lipidico seco. A posterior
hidratacdo do filme em um meio aquoso causa desprendimento gradativo dos lipidios com
consequente formacdo de lipossomas (BANGHAM et al., 1965; LASIC, 1993). Lipossomas
produzidos pelo método de Bangham sdo geralmente MLV’s e se distribuem em larga faixa de
tamanhos.

Desde entdo, muitos outros métodos de fabricacdo de lipossomas tém sido desenvolvidos
e empregados. Dentre eles, destacam-se a evaporacdo em fase reversa, a remog¢do de detergentes
e o método de injecdo de solventes volateis.

Evaporacdo em fase reversa consiste na solubilizacdo dos lipidios em um solvente
organico volatil, adicdo de dgua sob agitacdo e posterior remog¢do do solvente, provocando
inversdo das micelas para formacao de lipossomas (SZOKA & OLSON, 1980).

No método de remocdo de detergentes, lipidios sdo solubilizados em tensoativos
formando uma solug¢do de micelas mistas detergente/fosfolipidios. A formacao dos lipossomas se
d4 na fase de remoc¢do do detergente, que € feita através de diluicdo, didlise ou filtragcdo em gel
(NEW, 1990).

Ja no método de injecdo de solventes volateis, lipidios sdo solubilizados em solvente
organico (usualmente etanol ou éter) a baixas concentragdes e injetados no meio aquoso onde se
deseja formar os lipossomas. O solvente € posteriormente removido através de didlise,
diafiltracdo ou evaporacdao (BATZRI & KORN, 1973; CAFISO et al., 1981).

Além destas técnicas principais, outras envolvem a formagdo de lipossomas a partir de
vesiculas pré-formadas através de fusdo, ciclos de resfriamento/aquecimento ou de
desidratacao/hidratacdo. Algumas das técnicas empregadas para a producdo de lipossomas, bem
como suas principais vantagens e desvantagens podem ser vistas na Tabela 1.

Observando caracteristicas comuns aos processos de producdo de lipossomas, pode-se
afirmar que estes partem de duas abordagens diferentes. A abordagem “fop-down” (cominui¢do)

envolve a formacgdo de particulas maiores e com larga distribuicdo de diametros seguida de

9



processos que aplicam forca mecanica, quimica ou outra forma de energia para reducdo e
homogeneizacdo dos tamanhos (LASIC, 1993). A segunda abordagem, “bottom-up” (sintese),
preconiza a formagao dos lipossomas ja em escala nanométrica e com baixa polidispersidade, o

que demanda alto conhecimento sobre mecanismos de formacgao da particula (JAHN et al., 2004).

Tabela 1: Vantagens e desvantagens dos principais métodos de preparagdo de lipossomas (Adaptado de
VILLANOVA & CONSIGLIERI, 2000)

Métodos de Preparacio

Vantagens

Desvantagens

Hidratacdo de Filme Lipidico com
Agitacdo Mecanica

Simples e rdpido

Formagao de MLV’s

Baixa eficiéncia de encapsulacio
Dispersao heterogénea dos MLV
Nao adaptavel a escala industrial

Sonicagdo

Homogeneidade da suspensao

Formagéo de SUV’s

Aquecimento degrada os lipidios
Nao adaptdvel a escala industrial
Baixa eficiéncia de encapsulacio
Contaminacdo pela sonda

Extrusdo com Prensa Francesa

Simples, reprodutivel e ndo agressivo

Altas concentracdes de lipidios
Alta eficiéncia de encapsulagdo
Adaptével a escala industrial

Dificil manutenc¢do do aparelho

Preparagdo prévia de MLV’s

Extrusdo com membranas de
policarbonato

Simples e reprodutivel
Altas concentracdes de lipidios
Alta eficiéncia de encapsulagdo

Preparacgdo prévia de MLV’s

Pequenos volumes sdo utilizados

Microfluidizagao

Alta eficiéncia de encapsulagdo
Adaptdvel a escala industrial

Preparagdo prévia de MLV’s
Dificil manutenc¢do do aparelho

Injecdo de Etanol

Homogeneidade da suspensao
Simples e rdpido
Adaptdvel a escala industrial

Baixa eficiéncia de encapsulacio

Baixa concentracdo de vesiculas

Evaporagdo em Fase Reversa

Alta eficiéncia de encapsulagdo

Exposi¢do a ultrassom e solventes
Técnica complexa
Nao adaptdvel a escala industrial

Infusdo de Eter

Adaptdvel a escala industrial

Baixa eficiéncia de encapsulacio
Exposi¢do a altas temperaturas e
solventes

Heterogeneidade da suspensdo

Liofilizacao/Reidratagdo

Adaptdvel a escala industrial
Alta eficiéncia de encapsulagdo
Estabilidade da preparacdo

Heterogeneidade da suspensdo

Preparacgdo prévia de MLV’s

Congelamento/Descongelamento

Alta eficiéncia de encapsulagdo

Simples e rdpido

Preparagdo prévia de MLV’s ou
SUV’s

Dificuldade de preparacdo na
presenca de fosfolipidios neutros

Remocio de detergentes

Homogeneidade da suspensao

Condig¢des suaves

Baixa eficiéncia de encapsulacio
Processo lento
Dificil remogao do detergente
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3.1.1.2.1. Métodos escalonaveis

A partir da década de 90, com aumento do interesse na aplicagdo de lipossomas em
diversas dreas, estudos t€ém sido desenvolvidos no sentido de atender a demanda por esse tipo de
particulas através de processos escalondveis. Os principais métodos envolvem atomizagdo por
“spray drying”, desidratacao-rehidratacdo (DRV), injecdo de etanol e homogeneiza¢do em alta
pressao.

O método “spray drying”, ou secagem por atomizagdo, utiliza um solvente organico
volatil para dissolugdo dos lipidios, realiza a atomizagdo da solu¢@o organica em uma camara de
secagem com ar quente e coleta as particulas formadas em um ciclone. Os lipossomas assim
formados sio MLV’s, possuem alta estabilidade em refrigerador, elevada area superficial e
elevada eficiéncia de hidratagdo. Outras vantagens desta técnica sdo a facilidade de operacdo, boa
reprodutibilidade, grande versatilidade na composicdo das vesiculas e elevada produtividade
(KIKUCHI et al., 1991; LASIC, 1993)

No método DRV, lipossomas pré-formados sao submetidos a desidratagcao por liofilizacao
e posteriormente reconstituidos por reidratacdo. Dependendo da sua composicdo, os lipossomas
podem ser reconstituidos em MLV’s ou grandes agregados e em SUV’s. Em geral, adiciona-se
um agucar (trealose, manitol ou sacarose) para protecdo térmica das estruturas na desidratacdo e
reidratacdo (GREGORIADIS, 1993).

O método de injecdo de etanol consiste na adi¢do rdpida de uma solucdo de etanol,
contendo os lipidios dissolvidos, em uma fase aquosa bem agitada. Os lipossomas formados sdao
do tipo MLV’s com populacdo heterogénea, sendo necessdrio associar o método a uma etapa para
homogeneizagdo dos tamanhos (LASIC, 1993). Uma maneira de aplicar essa etapa é manter alta
frequéncia de agitacdo mesmo apds injecdo da solugdo de etanol, a fim de atingir menor
polidispersidade do sistema. A eficiéncia da agitacio mecanica para cominuicdo das particulas
depende do grau de cisalhamento empregado, como serd abordado na secdo 3.1.1.3. JUSTO
(2003) analisou o potencial de escalonamento do método de injecao de etanol com agitagdo do
tipo hélice para producdo e homogeneizacao do tamanho de lipossomas de fosfatidilcolina de soja
e colesterol. Foi utilizada a Equacgdo (1), proposta por SCHMIDELL et al. (2001), para ampliacao
de escala:

N = N3, (ﬁ)

" (1)
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onde: N = Frequéncia de rotagdo (rpm) e V = Volume de amostra (mL).

Os estudos mostraram também que o tipo e a intensidade da agitacdo da fase aquosa,
temperatura do processo e vazdo de injecdo foram as varidveis operacionais que mais
influenciaram o diametro médio e a distribui¢do de tamanhos das vesiculas.

Outro método de destaque para producdo industrial de lipossomas consiste na utilizagdao
de homogeneizadores a alta pressdo, ou microfluidizadores. Esta técnica usa a for¢ca de duas ou
mais correntes de dispersdes de lipossomas que colidem entre si a altas pressdes, fazendo com
que vesiculas lipidicas se reorganizem (VILLANOVA & CONSIGLIERI, 2000). Por ser um
método atualmente muito estudado, serd tratado com mais detalhes na secdo 3.1.1.3.2.

Muitos outros métodos de preparagdo de lipossomas que podem sofrer aumento de escala
ja foram descritos na literatura cientifica. CARNEIRO (2003) sugeriu a producdo escalonavel de
lipossomas de lecitina natural hidrogenada de soja a partir da hidratacdo de estruturas lipidicas
secas formadas no interior de um sistema multitubular. Com base no método de Bangham, os
lipidios foram solubilizados em etanol e injetados lentamente através de um sistema composto
por 37 tubos. Em seguida, o solvente foi evaporado com auxilio de pressao reduzida e o filme foi
entdo hidratado com solucdo tampao. Foi obtida uma populagido heterogénea de lipossomas com
didmetro médio variando entre 800 e 2000 nm dependendo da concentracdo inicial da dispersdao
de fosfolipidios. OTAKE e colaboradores (2001) estudaram a técnica de evaporacdo em fase
reversa usando como solvente CO, supercritico, que produziu lipossomas com alta efici€éncia de
encapsulacdo para moléculas hidrofilicas.

Os processos mais estudados para a etapa de uniformizagdo de tamanhos de lipossomas
envolvem sonicagdo, extrusdo através de membranas com porosidade controlada e aplicacdo de
altas pressdoes (PAPAHADJOPOULOS & WATKINS, 1967; SZOKA & OLSON, 1980;
TALSMA et al. 1989; BRANDL et al., 1993). WIGGENHORN (2007) sugeriu a adaptacdo de
técnicas de secagem por spray-drying para a etapa de homogeneizacdo de tamanhos dos
lipossomas, devido ao alto cisalhamento empregado.

Além dos métodos citados, ha a abordagem “bottom-up”, que envolve controle do
processo no nivel da particula. Forgas interfaciais exercem influéncia muito relevante na
formacdo das particulas, ressaltando fendomenos de transferéncia de calor e de massa. Para
possibilitar o controle do processo, utiliza-se a técnica de microfluidica na qual, em fluxo

laminar, observa-se uma regido interfacial bem definida e previsivel entre os fluidos. (WAGNER
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et al., 2002; JAHN et al., 2007). O escalonamento de processos “bottom-up” se da a partir do uso
de grande nimero de dispositivos, conceito chamado de “scaling-out”. Dessa forma, ndo é
necessario projeto de equipamentos de maiores dimensdes, reduzindo custos e tempo de estudo.
(SHENK et al., 2004).

Um dos estudos mais recentes ligados a produgdo “bottom up” escalondvel é de
KAKUMANU & SCHROEDER (2012), que descreveram a utilizacdo da tecnologia Adaptive
Focused Acoustics® (AFA) para producio de lipossomas sem uso de co-solventes para
solubilizacdo dos lipidios e sem necessidade de contato com amostra. Essa tecnologia € baseada
na aplicacdo de energia actstica ultrassonica, com frequéncia 15 a 30 vezes superior a dos
sonicadores comuns, de maneira focalizada sobre a amostra, o que permite controle preciso do
processo. O sistema utilizado estd representado na Figura 3.4, onde se observa a aplicacdo das
ondas focalizadas pelo transdutor no recipiente contendo a mistura lipidio/dgua para formagao
dos lipossomas. O escalonamento do método ocorre com uso de uma célula de fluxo continuo

que permite recirculacdo da amostra.

Recipiente
com amostra

Regido
Focal

v

Banho L

Térmico

Figura 3.4: Esquema de funcionamento da tecnologia AFA®

3.1.1.3. Forcas de cisalhamento no processo de produciao

Muitos sdo os fatores que influenciam o processo de formacao dos lipossomas, dentre eles
pressdo empregada, principio de funcionamento do equipamento, geometria dos elementos

utilizados para reducdo de tamanhos e for¢a de cisalhamento aplicada (MAYHEW et al., 1987).
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DIAT e colaboradores (1993) determinaram a relacdo entre forcas eldsticas e viscosas € o
didmetro médio de lipossomas, sendo que este decai proporcionalmente ao inverso da raiz

quadrada da taxa de cisalhamento, de acordo com a Equacao (2):

R 4T (2.k.+ k) )
w.d.y

onde R (nm) é o raio do lipossoma, k e k (J) o médulo e a constante eldstica gaussiana da
membrana, respectivamente, u (cP) a viscosidade da solugdo, y (s'l) a taxa de cisalhamento e d
(A) a distancia entre lamelas.

No caso dos lipossomas, o mddulo eléstico (k) é uma propriedade intensiva inerente aos
lipidios que o compdem, enquanto a rigidez da bicamada, representada pela constante eldstica k,
¢ uma propriedade extensiva dependente da estrutura e do empacotamento do agregado de
fosfolipidios.

Com esse conhecimento, TREVISAN e colaboradores (2010; 2011) observaram a
influéncia da taxa de cisalhamento aplicada em processamentos fop-down na estruturacdo das
bicamadas dos lipossomas e estudaram o empacotamento lamelar através de andlise por
espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) — estudos desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa do  Laboratério de  Desenvolvimento de  Processos  Biotecnoldgicos
(LDPB/FEQ/UNICAMP). O método utilizado para producdo das particulas foi de injecdo de
etanol (LASIC, 1993), porém modificado por utilizar elevada concentragdo lipidica na fase
alcodlica e alta taxa de alimentac@o de etanol na fase aquosa. Esta modificacdo, implementada
por TREVISAN (2010), apresenta a vantagem de utilizar altas concentra¢des de lipidio. Apds
formacdo dos lipossomas em Ultra Turrax®, esses foram processados em microfluidizador de
multicanais e caracterizados. De acordo com resultados obtidos, o diAmetro hidrodindmico médio
cumulativo dos lipossomas cai exponencialmente com aumento da taxa de cisalhamento (Figura
3.5). A andlise por SAXS mostrou que a distancia interlamelar tem influéncia direta na
quantidade de dgua retida na bicamada e que o estreitamento dessa distancia, pela aplicacao de
altas taxas de cisalhamento, provoca aumento da rigidez da bicamada dos lipossomas. As
alteracOes nas caracteristicas das particulas sdo tdo mais acentuadas quanto maior a taxa de

cisalhamento aplicada.
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Figura 3.5 Didmetro hidrodindmico médio cumulativo em fun¢do da taxa de cisalhamento aplicada para
dispersdo em Ultra Turrax®, impelidor do tipo Cowles e microfluidizador. A) Medidas fornecidas
diretamente por medidas de equipamento DLS; B) Relagdo linear sugerida pela Equacédo (2) (Adaptado de
TREVISAN, 2010)

Assim, pode-se dizer que o cisalhamento aplicado na producdo de lipossomas influencia a
capacidade de encapsulacao e liberagao de moléculas, bem como a elasticidade dos lipossomas.

Dentre as estratégias que aplicam alto cisalhamento para reducdo de tamanho de
lipossomas, sdo destacadas nas proximas secdes a agitacdo mecanica com uso de impelidores e

aplicacdo de altas pressdes em microfluidizador de multicanais.

3.1.1.3.1. Agitacao mecanica com impelidores

O principio da maioria dos equipamentos destinados a agitacdo mecanica de um fluido
consiste na transferéncia do movimento de um motor a um liquido através de um impelidor
inserido no tanque. Um esquema simplificado da configuracdo desse sistema estd ilustrado na

Figura 3.6:
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Impelidor

Figura 3.6: Esquema simplificado de um sistema de agitaco mecénica

A intensidade da agitacdo depende das caracteristicas do produto que se deseja obter, das
propriedades fisico-quimicas dos componentes da mistura e da configuracdo do sistema de
agitacao.

O fluxo gerado pode ser axial (paralelo ao eixo), tangencial (seguindo o circulo de
rotagdo) ou radial (perpendicular ao eixo) dependendo da dire¢do das componentes vetoriais da
velocidade em relacdo ao eixo do impelidor. Diferentes geometrias de impelidor podem gerar
diferentes padrdes de fluxo e, portanto, diferentes regimes de mistura (CEKINSKI ez al., 2007).

Impelidores com didmetro préximo ao do tanque associados a baixa frequéncia de rota¢do
do motor tendem a gerar fluxo tangencial com regime de mistura laminar, ao passo que
impelidores destinados a maior transferéncia de momento possuem diametro inferior ao raio do
tanque e possuem geometrias que permitem associacao de padrdes de fluxo, levando a um regime
de mistura turbulento (CEKINSKI et al., 2007).

No caso do impelidor do tipo Cowles, representado na Figura 3.7, a geometria do sistema
favorece o bombeamento da mistura, por gerar fluxo com componentes radiais e tangenciais.
Combinados a altas rotagdes, esses impelidores promovem alto cisalhamento da mistura, o que
contribui para redu¢do do tamanho das particulas em suspensao (http://www.linkindustrial.es/,

2013).
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Figura 3.7 Formato do impelidor do tipo Cowles e esquema do fluxo que proporciona
(http://www linkindustrial.es/, 2013)
O impelidor de alto cisalhamento utilizado no equipamento Ultra Turrax® (Figura 3.8)
possui geometria semelhante a de um viscosimetro rotacional (rotor interno) (TREVISAN, 2010).
Com essa geometria a mistura ¢ conduzida para a regido central do tanque e todo o liquido é
forcado a passar através de fendas laterais do impelidor, provocando altissimas taxas de
cisalhamento quando seu uso é combinado a altas rotagdes. Porém, sua capacidade de

bombeamento € reduzida.

NQR7

g

Figura 3.8 Elemento dispersor S25N-10G, Ultra Turrax® e esquema do fluxo que proporciona
(http://www.ika.net/, 2013)

3.1.1.3.2. Microfluidizador de multicanais

O equipamento microfluidizador consiste de uma bomba de alta pressdao (geralmente até

40000 psi) que forca a passagem do fluido de entrada através de cdmaras de interacdo sucessivas.

A pressdo empregada provoca alto cisalhamento e promove homogeneizagdo da dispersao e

reducdo do tamanho médio das particulas (VUILLEMARD, 1991). Para atingir as caracteristicas
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pretendidas, a amostra pode ser reprocessada através de passagens (ou ciclos) adicionais pelo
equipamento. Estes equipamentos operam com vazdes da ordem de 160 mL/min, permitindo que
seja processado grande volume em pouco tempo. A vantagem da microfluidizacdo € a produgao
de vesiculas unilamelares pequenas, “small unilamelar vesicles” (SUV’s). Porém, dependendo
das condi¢des de processo, as vesiculas t€ém tamanho tdo reduzido que conduzem a instabilidade
e baixa eficiéncia de encapsulacdo (SORGI & HUANG, 1996; THOMPSON & SINGH, 2006).

A Figura 3.9 mostra o diagrama de fluxo do homogeneizador de alta pressdo fornecido

pela Microfluidics International Corp. (http://www.microfluidicscorp.com/, 2012).

Particulas
finais

Bomba de Reservatorio

Patticuley alta pressdo i
iniciais P desaida
Camarade
intera¢do — patenteada
Reservatdrio (geometria fixa)
de entrada

: Pressao
"atmosférica

Figura 3.9 Diagrama de fluxo do homogeneizador Microfluidics® (http://www.microfluidicscorp.com/,
2012)

No caso do microfluidizador ilustrado na Figura 3.9, o principal componente € a camara
de interacdo com geometria fixa (configuracdo em Y). O fluxo bombeado por essa camara se
divide em dois microcanais (2 x 100 um), produzindo alta forca de cisalhamento. O tempo de
residéncia do fluido na cdmara de interacdo € estimado em 25 a 40 ms (SAUER et al., 1988).

Utilizando esse tipo de equipamento, TALSMA e colaboradores (1989) produziram
lipossomas de fosfatidilcolina de soja com tamanhos entre 50 e 200 nm com tamanho e
polidispersidade estabilizados apds cinco passagens pelo equipamento (Microfluidizer M-110).
VEMURI e colaboradores (1990) processaram uma suspensdo hidratada de lipossomas
compostos de fosfatidilcolina de ovo, fosfatidilglicerol e colesterol no homogeneizador

(Microfluidizer M-110) a 3000 psi e obtiveram particulas de tamanho de 160 nm e
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polidispersidade de cerca de 0,50 estabilizados apds trés passes. Em 1996, SORGI & HUANG
produziram lipossomas catidnicos utilizando método de Bangham e em seguida processaram as
particulas por microfluidizacio (Microfluidics® M110S) a 17000 psi para reducdo do tamanho.
Estes lipossomas apresentaram-se estdveis durante cerca de um ano, com diametro médio de 200
nm. THOMPSON & SINGH (2006), obtiveram lipossomas de gordura de leite no
homogeneizador M-110Y e observaram que o efeito na reducdo do tamanho da particula e na
estabilizacdo da polidispersidade é mais significativo nas primeiras trés passagens pelo
equipamento.

Foi estudada a influéncia das varidveis operacionais sobre o diametro e estabilidade das
particulas produzidas através de planejamento estatistico fatorial e superficies de resposta.
BARNADAS-RODRIGUEZ & SABES (2001) variaram o nimero de ciclos (1 a9) e a pressao
de alimentacdo (0 a 4 bar) no equipamento, concluindo que o didmetro das particulas &
inversamente proporcional a essas varidveis. TREVISAN (2010) variou o numero de ciclos, a
pressdo de alimentacdo e a vazdo na entrada, concluindo que a pressdo, associada a taxa de
cisalhamento empregada, é a varidvel que mais influencia o didmetro, polidispersidade e

potencial zeta das particulas produzidas.
3.1.1.4. Incorporacio de farmacos hidrofébicos

Conforme apresentado anteriormente, a composi¢ao estrutural dos lipossomas favorece a
acomodacao de moléculas hidrofébicas no interior da bicamada, junto a extremidade apolar dos
fosfolipidios. Contudo, a insercdo dessas moléculas pode desestabilizar a estrutura da vesicula.
Para que ocorra incorporacao eficaz, a bicamada lipidica deve proporcionar um microambiente
favoravel a solubilizacdo desses farmacos (JANOFF, 1999).

Tendo em vista a solubilizacio de farmacos hidrofébicos em meios aquosos,
GREGORIADIS (1993) sugeriu a complexacdo de ciclodextrinas a desidro-epiandrosterona,
retinol e 4cido retindico, todos com caracteristica hidrofébica, antes da inser¢do destes em
lipossomas. O complexo farmaco-ciclodextrina, hidrosoldvel, foi encapsulado no cerne aquoso
dos lipossomas. Estudos posteriores (SHARMA, 2003; JOGUPARTHI & ANDERSON, 2009)
relatam associacdo de ciclodextrinas as formulagdes para facilitar a incorporagdo lipossomal de

moléculas com baixa hidrossolubilidade.
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Muitas sdo as estratégias adotadas para facilitar a incorporacdo de farmacos hidrofébicos
em lipossomas sem necessidade de solubilizacdo em dgua. As principais delas sdo: associacdo de
fosfolipidios a colesterol e variagdo da composig¢ao lipidica.

A associagdo de fosfolipidios a colesterol na composicdo dos lipossomas tem sido uma
estratégia relatada para incorporagdo do agente antineopldsico Paclitaxel (SHARMA et al., 1997,
CROSASSO et al., 2000), possibilitando obtencdo de lipossomas com razdo molar
farmaco/lipidio entre 3 e 4 %. Em 2005, ZHANG e colaboradores relataram que aumento na
concentracdo de colesterol na composi¢dao do lipossoma provoca decréscimo na capacidade de
incorporacdo de farmaco, sugerindo mecanismo de competicio das moléculas pelo interior da
bicamada.

Considerando o efeito competitivo, LIU e colaboradores (2006) relataram a utilizagcao de
lipossomas livres de colesterol para incorporagdo de ML220, um farmaco hidrofébico
antineopldsico derivado do imidazol, sugerindo que a variagdo da composicdo lipidica das
particulas pode aumentar a solubilidade do farmaco na bicamada. Lipossomas foram produzidos
pelo método de Bangham seguido de agitacdo por 48 h, sonicacio por 90 minutos e 10 ciclos de
extrusdo em membrana de policarbonato com poro de 100 nm. O estudo relatou que aumento da
concentracdo de lipossomas peguilados na composi¢do lipidica levou a diminui¢do da eficiéncia
de incorporagdo do farmaco e a redu¢do na fluidez da bicamada lipossomal, mas por outro lado
permitiu producdo de particulas com distribuicdo de tamanhos mais homogénea, em torno de 90
nm.

Seguindo a estratégia de variacdo da composicdo lipidica, KAN e colaboradores (2011)
propuseram a incorporacdo de Paclitaxel em lipossomas compostos por dois tipos de
fosfatidilcolina, com cerca de 60 °C de diferenca em suas temperaturas de transicdo de fases. Os
lipossomas foram produzidos pelo método de Bangham seguido de sonicacdo por 10 minutos
para reducao dos didmetros. A razdo molar farmaco/lipidio foi cerca de 15 % e o didmetro médio
dos lipossomas obtidos foi 125,4 nm . Observou-se aparecimento de macrodominios na bicamada
lipossomal devido a coexisténcia da fase gel e da fase cristalina dos lipidios. A hipétese
apresentada pelos autores para explicar o aumento na capacidade de incorporacdo em relagdo as
formulacdes com colesterol assume que os macrodominios formados na bicamada impediram a

difusdo das moléculas, diminuindo agregacdo e precipitagdo do farmaco.
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Além desses métodos, MOISEEVA e colaboradores (2011) estudaram incorporacio
lipossomal de 4-aril-cumarina (ArC), pré-farmaco hidrofébico do antineopldsico Combretastatina
A-4 (CA-4), baseando-se no tamanho das moléculas. Os autores relataram que o tamanho da
molécula de CA-4 nao favorecia sua acomodacdo no interior da bicamada, entdo optaram pela
utilizacdo do pré-farmaco, com tamanho molecular reduzido. Os lipossomas foram produzidos
pelo método de Bangham, seguido de 5 ciclos de congelamento/descongelamento e 20 ciclos de
extrusdo por uma membrana de policarbonato com poros de 100 nm. A formula¢do apresentou
eficiéncia de incorporagdo préxima a 100% e lipossomas com cerca de 100 nm.

De acordo com as estratégias apresentadas, a eficiéncia de incorporacdo de farmacos
hidrofébicos depende da composi¢do lipidica da bicamada e das caracteristicas do farmaco de
interesse. Além disso, conforme estudo realizado por TREVISAN (2010), a taxa de cisalhamento
aplicada no processo de obtencdo dos lipossomas também pode influenciar eficiéncia de
incorporacdo de moléculas hidrofobicas na medida em que altera a distancia interlamelar e a

rigidez da bicamada.
3.2. Leishmaniose

Também conhecida como Ulcera de Bauru, nariz de tapir e botdo do Oriente, a
Leishmaniose € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por cerca de 20 espécies
diferentes de protozodrios obrigatoriamente intramacrofigicos do género Leishmania. E
primariamente uma infec¢do zoondtica, na qual canideos geralmente servem como reservatorios
para estes patdégenos, que podem ser transmitidos a seres humanos por picada das fémeas de mais
de 30 espécies diferentes de flebotomineos (Figura 3.10), vetores da doenca (CROFT E
COOMBS, 2003).

Figura 3.10 Flebotomineo do género Lutzomyia, popular Birigui ou mosquito palha
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No ciclo de transmissdo da leishmaniose, fémeas dos fleb6tomos regurgitam
promastigotas, formas livres, flageladas e extracelulares do parasito, durante a alimentagcdo
(picada). Promastigotas penetram no hospedeiro, onde se ligam aos macréfagos tissulares, pelos
quais sao fagocitados. Depois disso, se transformam em amastigotas, que residem e se
multiplicam no interior dos fagolisossomas dos macréfagos até que a célula se rompa. Os
amastigotas entdo liberados propagam a infec¢do, invadindo mais macréfagos. Quando
flebétomos se alimentam novamente e ingerem amastigotas, estes se transformam novamente em
promastigotas, completando assim o ciclo de transformagdes representado na Figura 3.11

(BRUNTON et al., 2007).
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Figura 3.11 Ciclo de transmissio da leishmaniose (Adaptado de http://www.cdc.gov)

Em sua forma visceral a doenga € sist€émica, caracterizada por febre duradoura, perda de
peso, fraqueza, adinamia e anemia dentre outras manifestacdes. Mais de 90% dos casos nao
tratados podem evoluir para o6bito (BRASIL, 2005). A forma mucosa caracteriza-se por
infiltracdo, ulceracdo e destruicdo dos tecidos da cavidade nasal, faringe ou laringe, podendo

haver até mesmo perfuracdes do septo nasal e/ou palato. J4 a forma cutanea da doenca se inicia
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com o aparecimento de pdpulas, que evoluem para tlceras com fundo granuloso e bordas
infiltradas em moldura, tnicas ou multiplas, podendo levar a formacgdo de lesdes desfigurantes
(BRASIL, 2010). A leishmaniose é cada vez mais reconhecida como uma infec¢do oportunista
associada a AIDS (BERMAN, 1997).

O diagnéstico clinico de um processo infeccioso € feito pelo encontro do parasito ou de
seus produtos nos tecidos ou fluidos biolégicos dos hospedeiros, sendo necessdria utilizacdo de
método parasitologico. Quando a doenga estd em sua forma cutanea, pode ser feito com base nas
caracteristicas da lesdo associadas a anamnese, além dos dados epidemioldgicos serem de grande
importancia (BRASIL, 2010). Vale considerar também que as manifestacdes clinicas dependem
da espécie de Leishmania envolvida e da relacdo do parasita com seu hospedeiro (GONTIO &

CARVALHO, 2003).
3.2.1. Epidemiologia

Uma das formas de classificacio da Leishmaniose € a geografica, dividida em duas
formas: do Velho Mundo, cujos principais vetores seriam insetos do género Phlebotomus,
presentes principalmente na Africa, Asia, Oriente Médio e Mediterraneo e a do Novo Mundo,
transmitida principalmente por insetos do género Lutzomyia nos paises americanos.

Dados de 2010 estimam que, dentre todas as formas de apresentacdo clinica da doenca,
ocorrem anualmente cerca de 2 milhdes de novos casos no mundo, dos quais 1,5 milhdes sdo
atribuidos a forma cutinea. Sabe-se ainda que quaisquer estatisticas sobre essa doenca possam
estar subestimadas, uma vez que grande parte dos casos nao € notificada por dificuldades no
diagnéstico ou por manifestacdes subclinicas da leishmaniose (MITROPOULOS, 2010).

O Brasil estd entre os 6 paises (Ird, Afeganistdao, Siria, Ardbia Saudita, Brasil, e Peru) que,
juntos, apresentam 90% dos casos de leishmaniose cutinea. No pais, bem como em toda a
América do Sul, prevalecem protozodrios do género Leishmania e subgénero Viannia, onde estao
inclusos L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) colombiensis e L. (Viannia) guyanensis
(MITROPOULOS, 2010).

No Brasil existem duas formas de leishmaniose, denominadas leishmaniose visceral (LV),
cuja letalidade média de 2006 a 2009 foi de 6,3% dos casos (BRASIL, 2010), e leishmaniose
tegumentar americana (LTA), que pode se manifestar clinicamente nas formas cutinea e

mucocutanea, consistindo em uma das afec¢des dermatoldgicas que merece maior aten¢ao, pois
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embora ndo mate, pode provocar lesdes desfigurantes que acabam por prejudicar
psicossocialmente o paciente. (GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A LTA apresenta-se em expansdo geografica no pais, inclusive nos centros urbanos.
Antes vista como zoonose de animais silvestres que acometia ocasionalmente pessoas em contato
com florestas, a LTA comegou a ocorrer em zonas rurais praticamente desmatadas e em regides
periurbanas. Além dos focos antigos, observa-se atualmente a ocorréncia de surtos epidémicos
associados a fatores decorrentes do surgimento de atividades econdmicas em ambientes
favordveis ao surgimento da doenga, tais como garimpos, expansdao de fronteiras agricolas e
extrativismo (BRASIL, 2005).

Ao se observar o periodo de 1988 a 2007, € possivel verificar uma tendéncia no
crescimento da endemia no Brasil, pois a LTA apresentou média anual de 27.736 casos
autéctones registrados e coeficiente de detec¢do médio de 17,3 casos por 100.000 habitantes. No
ano de 2003 todos os estados registraram autoctonia da doenca (BRASIL, 2010).

Dentre as regides brasileiras, a regido Norte vem contribuindo com maior nimero de
casos (cerca de 36,0% do total registrado no periodo estudado) e com coeficientes médios de
deteccao mais elevados (85,4 casos por 100.000 habitantes), seguida das regides Nordeste (43,5
casos por 100.000 habitantes) e Centro-oeste (37,5 casos por 100.000 habitantes) (BRASIL,
2010).

BASANO & CAMARGO (2004) ressaltam em seu trabalho o despreparo das unidades de
saude brasileiras para diagndstico e tratamento da LTA. Para melhorar o quadro epidemioldgico,
seria importante levar em conta que a maioria dos casos da doenga ocorre em dreas de dificil
acesso, o que dificulta tanto a aplicacdo parenteral dos farmacos atualmente disponiveis como
monitoramento de seus efeitos colaterais. Assim, os autores destacam a necessidade de pesquisar

moléculas alternativas que facilitem o tratamento.
3.2.2. Tratamentos convencionais

O tratamento de primeira escolha para leishmanioses é baseado nos farmacos antimoniais
pentavalentes (Sb5+), introduzidos em 1937, em substituicdo ao antimdnio trivalente utilizado até
entdo, que causava muitos efeitos colaterais (GOODWIN & PAGE, 1943). Estes medicamentos
inibem a biossintese de macromoléculas nas formas amastigotas do parasita, interferindo na

glicolise e P-oxidacdo dos 4dcidos graxos, além de apresentarem diversos efeitos sobre o
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metabolismo da Tripanotiona. Acredita-se que o antimonial na forma pentavalente €, na verdade,
um pré-farmaco, que se converte a trivalente quando préximo de seu local de a¢@o, o interior dos
macréfagos (BERMAN, 1997). Antimoniais pentavalentes, disponiveis nas formas de
estibogluconato de sédio (Pentostam®) e antimoniato de meglumina (Glucantime®) (Figura 3.12),
podem ser administrados por via intravenosa ou intramuscular na concentragdo de 20 mg/kg
durante 28 dias, dependendo da espécie do parasita e das manifestacOes clinicas do paciente
(ROBERTS et al, 1995; PISCOPO & AZZOPARDI, 2007). A dificuldade de adesdo ao
tratamento parenteral somada aos efeitos colaterais tém estimulado pesquisas na busca por novas

formulagdes para estes farmacos, incluindo a utilizacio de lipossomas (FREZARD et al., 2005).
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Figura 3.12: Antimoniais pentavalentes: Antimoniato de meglumina (Glucantime®) e Estibogluconato de
sédio (Pentostam®) (FREZARD et al., 2005).

O antibiético poliénico anfotericina B também pode ser utilizado para casos mais graves
de leishmaniose ndo responsiva ao tratamento convencional. Seu mecanismo de acdo baseia-se
em sua ligacdo aos esterdis encontrados nos microrganismos formando poros aquosos na
membrana celular e levando a sua morte. Muitos sdo seus efeitos toxicos, tais como febre,
calafrios, hipotensdo ou hipertensdo, diminui¢do da func¢do renal e de niveis séricos de cdlcio e
potassio (BERMAN, 1998). Em geral, formulacdes lipossomais de anfotericina B sdo bem
absorvidas pelo sistema fagocitico mononuclear, no qual as Leishmanias residem.

Outra linha de tratamento sdo as diamidinas aromadticas, das quais se destaca a

pentamidina, também aplicada via parenteral, que apresenta atividade antitripanossomatidea,

antifiingica, antibacteriana, antiviral e antitumoral. Seu mecanismo de a¢do é devido ao maior
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acimulo deste farmaco na célula parasitiaria do que nas células humanas e, possivelmente, a
ligacdo ao DNA do cinetoplasto, provocando sua desintegracdo e colapso do potencial de
membrana mitocondrial. Apresenta bons resultados em pacientes imunodeprimidos e casos nao
responsivos aos antimoniais pentavalentes, embora tenham sido observados alguns efeitos
adversos como mialgias, dor no local da administracdo, nduseas, dores de cabeca e hipotensao
(BASSELIN et al., 1997; BERMAN, 1997, BRAY et al., 2003).

Paromomicina (Aminosidina), um antibidtico aminoglicosideo desenvolvido na década de
1960 com conhecida agdo leishmanicida, atua na alteracdo da sintese de proteinas e atividade
mitocondrial do parasita, porém ndo € usada como um farmaco de primeira escolha devido aos
muitos casos de resisténcia no tratamento da leishmaniose (MAAROUF et al., 1997).

Além destes, a miltefosina, uma alquilfosfocolina, comegou a ser utilizada na India para
tratamento de pacientes com leishmaniose resistente a antimoniais e tem apresentando resultados
bastante promissores principalmente para tratamento da leishmaniose visceral, uma vez que pode
ser administrada por via oral (SINDERMANN et al., 2003). O farmaco induz morte celular por
apoptose, com condensacdo e fracionamento do DNA, exposicdo da fosfatidil-serina e
compactagdo celular (PARIS er al., 2004). No entanto, o fiarmaco pode afetar o sistema
gastrintestinal, causando vOmitos e diarréia, além de poder aumentar os niveis sangiiineos de
transaminases e elevar a uremia e creatininemia (FISCHER et al., 2001).

Em geral, firmacos atualmente utilizados para tratamento da leishmaniose apresentam
problemas como resisténcia do parasita e indu¢do de efeitos colaterais, que limitam sua utiliza¢ao
e eficdcia. Além disso, a via de administracao utilizada € a parenteral, que representa desconforto
ao paciente. Por isso, a pesquisa de formas farmacéuticas mais eficazes para administracao topica
tem sido incentivada como necessidade imediata, sendo importante desvendar os mecanismos de
escape dos parasitas a resposta imune do hospedeiro para desenvolvimento de formulac¢des

especificas contra vias metabdlicas de Leishmania sp (BEZERRA et al., 2004).
3.2.3. Nitrochalcona CH8

Na busca por tratamentos menos invasivos para leishmaniose, algumas alternativas sdao
isolamento de produtos naturais e sintese de andlogos quimicos a fim de identificar novos
farmacos antileishmaniais biologicamente ativos. A classe quimica dos flavondides tem sido

amplamente explorada nesse sentido por suas conhecidas propriedades farmacoldgicas.
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Flavondides sdo metabdlitos secunddrios presentes em muitas plantas e representam uma
classe de substincias que tem como estrutura base a 1,3-diarilpropano, podendo assumir arranjos
ciclicos e aciclicos, conforme variagao do nivel de oxidag@o. Chalconas sao flavondides de cadeia
aberta, onde os dois anéis aromdticos sdo unidos por um sistema ceto-a,f-insaturado, sendo 1,3-
difenil-2-propen-1-ona a estrutura bésica. (YUNES et al., 2006; AVILA et al., 2008) (Figura
3.13).

Figura 3.13: Estrutura do flavonéide 2-fenil-1-benzopiran-4-ona (A) e estrutura basica das

chalconas (B) (Adaptado de BELLO, 2010).

Chalconas apresentam arranjo planar devido aos anéis aromdticos presentes em sua
estrutura, o que propicia a molécula certa estabilidade quimica e favorece atividade
farmacoldgica. Algumas chalconas sintéticas tiveram sua estrutura cristalina elucidada, porém
ndo € possivel estabelecer um arranjo padrdo, uma vez que hd presenca de interacdes de
hidrogénio fortes O-H"O e fracas C-H"O que contribuem para estabilidade das estruturas
cristalinas (SALLUM, 2012).

Em 1990, o laboratério de imunofarmacologia da UFRIJ testou extratos de 130 espécies de
plantas em macréfagos contaminados com leishmania. O extrato isolado das inflorescéncias da
planta Piper aduncum against em diclorometano foi selecionado como o mais ativo € menos
téxico para as células (BOECK er al.,2006). A chalcona natural 2°,6’-diidroxi-4’-metoxichalcona
(DMC) foi entao isolada e identificada como componente ativo antileishmanial (TORRES-
SANTOS et al., 1999). A partir disso, sua atividade biolégica foi melhorada por inclusdo de
substituintes em sua molécula, onde vérios andlogos sintéticos foram produzidos e patenteados —
PI 0204079-4 (ROSSI-BERGMANN et al., 2004; FALCAO, 2005). CHEN e colaboradores

(2001) estudaram o mecanismo de acdo leishmanicida das chalconas e mostraram que ocorre uma
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inibicdo seletiva da enzima fumarato redutase (FRD), presente na cadeia respiratoria dos parasitas
do género Leishmania sp.

A nitrochalcona CH8 (MM = 329 Da) (Figura 3.14) apresenta caracteristicas promissoras
como novo antileishmanial. Foi sintetizada pelo grupo de pesquisa do Prof. Rosendo Yunes, da
Universidade Federal de Santa Catarina, a partir da introdu¢do de um grupamento nitro no anel B
da molécula de DMC. Possui caracteristica predominantemente lipofilica e tem pico de absorcao
no comprimento de onda de 337 nm (BOECK et al., 2006). Macroscopicamente a CHS8 se

apresenta como um pé amarelo e aspecto de cristais do tipo agulha (Figura 3.15).
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Figura 3.14 Estrutura da 3-nitro-2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (Chalcona CH8) (BOECK et
al., 2006)

Figura 3.15: Chalcona CH8 em p6. (ZANCHETTA, 2009)

FALCAO (2005) estudou 17 andlogos sintéticos da DMC e selecionou a nitrochalcona
CHBS para ensaios in vivo, onde foi constatado seu alto desempenho, com elevada seletividade e
baixissima toxicidade. A CH8 mostrou ICsy (concentracdo necessdria para reduzir 50% da carga
parasitdria) de 0,7 uM e 16 uM em promastigotas e amastigotas intracelulares, respectivamente, e

efeito téxico em macréfagos com ICsy de 170 uM, indicando sua seletividade contra o parasito.
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Além disso, demonstrou eficécia in vivo com doses intralesionais de apenas 0,3 uM, sendo 100
vezes mais potente que o farmaco de referéncia, Pentosan® (ROSSI-BERGMANN e al., 2004).
Seu mecanismo de a¢do foi descrito como a capacidade de interferir na biossintese de esterdis do
parasito (TORRES-SANTOS et al., 2009).

Ensaios com chalcona CH8 na sua forma livre mostrou-a como alternativa para o modelo
murino de leishmaniose cutanea (L. amazonensis) (ROSSI-BERGMANN et al., 2002) e também
para tratamento oral da leishmaniose visceral, reduzindo parcialmente a carga parasitaria no bagco
de camundongos infectados com Leishmania chagasi. Ainda que a inibicdo parasitdria tenha sido
parcial, a utilizacdo da via oral ¢ um importante avancgo, tendo em vista que fairmacos atualmente
utilizados na clinica sdo in6cuos por esta via (BOECK et al., 2006).

ROSSI-BERGMANN e colaboradores (2011) estudaram a incorporagao da chalcona
CHBS, altamente hidrofébica, em lipossomas eldsticos ou flexiveis, na tentativa de buscar melhor
eficacia do farmaco em tratamentos topicos. Comparando o sistema contendo CHS8 incorporada
em lipossomas eldsticos modificados a partir do recobrimento com PEG-8L e o sistema com CHS8
incorporada em lipossomas convencionais, o segundo apresentou maior flexibilidade da
bicamada lipidica, inserindo-se em maior quantidade nos tecidos infectados. Este resultado indica
que a hidrofobicidade do farmaco incorporado pode ser utilizada como estratégia para obtencao
de lipossomas eldsticos sem que haja necessidade da peguilagdo, o que facilita e diminui os
custos do processo de produgdo das particulas, além de evitar a imunotoxicidade de lipossomas
peguilados.

O presente trabalho estuda a incorporacdo da nitrochalcona CH8 em lipossomas de
fosfatidilcolina de ovo (EPC), livres de PEG, produzidos a partir de processos passiveis de
escalonamento que se baseiam na aplicacao de alto cisalhamento para redu¢do e homogeneizagao
de tamanhos. Assim, espera-se contribuir para o desenvolvimento de formas farmacéuticas mais
eficazes para tratamento da leishmaniose cutdnea, com processos passiveis de producdo

industrial.
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(1)

(ii)

(iii)

@iv)

)

(vi)

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O farmaco incorporado aos sistemas lipossomais foi chalcona CHS8 (3-nitro-2’-hidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona) sintetizada no Laboratério de Imunofarmacologia, Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho — Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ);

O lipidio utilizado para preparo dos lipossomas foi L-a-fosfatidilcolina de ovo (EPC 760
mM), 80 a 85 % de pureza, Lipoid E-80, da Lipoid GmbH (Rhineland-Palatinate, Alemanha);

Alcool etilico, 99,5 % de pureza, da LABSYNTH Ltda. (Sdo Paulo, Brasil), cloroférmio, 99,8
% de pureza, da LABSYNTH Ltda. (Sdao Paulo, Brasil) e dlcool metilico (metanol), 99,8 %
de pureza, da LABSYNTH Ltda. (Sao Paulo, Brasil) foram utilizados como solvente dos

lipidios nos diferentes métodos;

Como diluentes dos lipossomas nos diferentes métodos foram utilizados dgua deionizada e
tampao HEPES (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-4cido etanossulfonico]), 99,5 % de pureza,
da Sigma-Aldrich Co. (Missouri, E.U.A.);

Na etapa de extrusdao, membranas de policarbonato com diametro de poro de 100 nm -

Osmonics, Inc. (Minessotta, E.U.A.) foram utilizadas.

No ensaio de quantificacao do teor de fostato dos lipossomas, foram utilizados: fosfato de
sodio dibasico heptahidratado (Na,HPO4.7H,0), 99-100 % de pureza, da ECIBRA-CETUS
Ltda. (Sao Paulo, Brasil); 4cido sulftrico, 95-97 % de pureza, da Merck Chemicals Co.
(Darmstadt, Alemanha); peréxido de hidrogénio, 30 % de pureza, da Merck Chemicals Co.
(Darmstadt, Alemanha); dcido ascérbico, 99 % de pureza, da LABSYNTH Ltda. (Sao Paulo,
Brasil); molibidato de amonio ((NH4)6M00,4.4H,0), 81-83 % de pureza, da LABSYNTH
Ltda. (Sao Paulo, Brasil);
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4.2. Equipamentos

(i)  Sistema de 4gua ultrapura, marca Milli-Q Millipore, catdlogo QTUMOOOEX;

(i1)  Sistema base para producao e homogeneiza¢ao do tamanho de lipossomas composto de:

a.
b.

C.

Rotaevaporador Fisatom , modelo 802;
Bomba a vacuo Tecnal, modelo TE-058;
Extrusora de aco inox, com volume de 10 mL e camisa térmica para circulacdo de

agua, Lipex Biomembranes, Inc., modelo T.001;

(iii))  Sistema escalondvel para producdo e homogeneizagao do tamanho de lipossomas composto

de:

€.

Agitador Ultra Turrax®, Ika Works, modelo IKA T25 Digital, com impelidor S25N-
10G;

Agitador mecanico digital Tecnal, modelo TE-039/1, com impelidor do tipo Cowles
com 27 mm de didmetro;

Bomba dosadora peristaltica MILAN, modelo BP-601, com mangueira de silicone de
3 mm de didmetro interno;

Béquer de 150 mL com quatro chicanas de acrilico de 5 mm de largura e 50 mm de
altura, espacadas de maneira simétrica;

Microfluidizador Microﬂuidics®, modelo M-110P;

(iv)  Equipamento para caracterizacdo de tamanho e potencial zeta, fabricado pela Malvern

Instruments, modelo Zetasizer Nano ZS, ZEN3600, com angulo fixo de 173°;

(v)  Microscopio 6ptico Cambridge Scientific Instruments, Inc., modelo Reichert-Jung Series 150.

(vi)  Para quantificag@o do teor de fosfato e de chalcona nos lipossomas:

a.
b.

C.

Placa de aquecimento Fisatom;

Banho termostatizado Tecnal, modelo TE-184;

Espectrofotometro de massa UV/Visivel, Thermo Electron Corp., modelo Genesys 6 e
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm;

Banho sonicador Cole-Parmer, modelo 8890.
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4.3. Produgdo de lipossomas convencionais vazios (LC)

ZANCHETTA (2009) estudou a incorporacdo da CH8 em lipossomas produzidos em
escala laboratorial e, com base nos estudos de toxicidade realizados por RODAS e colaboradores
(2009), selecionou a concentragdo lipidica 10 mM para produgdo dos lipossomas de EPC, uma
vez que esta condi¢do proporcionou menor citotoxicidade e maior capacidade de incorporagdo do
farmaco. Em vista disso, esta foi a concentragdo adotada neste trabalho para escalonamento do

processo.
4.3.1. Método de Bangham com extrusao em membranas

O método de Bangham (BANGHAM et al., 1965) foi utilizado para avaliar a eficiéncia do
processo escalondvel, como referéncia de produgdo em escala laboratorial.

A formacao do filme lipidico foi feita por evaporacdo rotativa de solventes, partindo da
mistura cloroférmio e metanol na razdo de 9:1 (v/v) com EPC em baldo de fundo redondo. Nio
foi necessdrio aquecimento da mistura durante a evaporagdo, uma vez que a temperatura
ambiente era superior a temperatura de transicdao de fases do lipidio (T, = -8 °C). O solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida de 650 mmHg a uma rotacdo de 90 rpm por 30 minutos, até a
visualiza¢ao do filme seco. A dgua no interior da coluna de condensacgao foi resfriada a 4 °C para
impedir a passagem de solventes para a bomba de vacuo do sistema. O sistema permaneceu em
agitacdo rotativa por mais duas horas a 200 rpm para garantir a remog¢do dos residuos de
solventes organicos.

A hidratac@o do filme lipidico foi feita com tampao HEPES (pH 7,4). Apds adicdo do
tampao ao baldo de fundo redondo, o sistema foi submetido a agitacdo em rotaecvaporador a 80
rpm, em pressao ambiente, por 30 minutos.

Para estabilizar a agregacdo e acomodacdo da bicamada, os lipossomas foram deixados
por pelo menos duas horas em repouso sob refrigeracdo a 8 °C. Em seguida, para reducdo e
homogeneizacdo do tamanho das vesiculas, os lipossomas foram extrudados através de duas
membranas de policarbonato sobrepostas, com poros de 100 nm de diametro, em extrusora de agco

inox sob pressdo de 12 kgf/cm? em ciclos de 15 passagens.
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4.3.2. Método de injeciao de etanol

O método de injecao de etanol (LASIC, 1993) foi utilizado para escalonamento da
producdo de lipossomas. Modificagdes foram introduzidas no processo original, utilizando
elevada concentracdo lipidica na fase etandlica e alta taxa de alimentacdo na fase aquosa, de
acordo com TREVISAN (2010).

O processo foi realizado em batelada, com volume de 100 mL. O aparato experimental
utilizado estd representado na Figura 4.1, onde é possivel observar um reservatoério contendo
suspensdo lipidica em etanol (1), bomba peristaltica (2), tanque (150 mL) com 4 chicanas

contendo dgua (3) e agitador mecanico (4).

]

- 1
AL SES IS

Figura 4.1 Esquema do aparato experimental para a produgdo de lipossomas. 1) Reservatério contendo
suspensdo lipidica em etanol; 2) bomba peristaltica; 3) tanque (150 mL) com 4 chicanas contendo dgua e
4) agitador mecanico

Os agitadores utilizados foram:

Ultra Turrax® com rotacdo de 24000 rpm;

Agitador mecanico digital com impelidor do tipo Cowles com 27 mm de didmetro, com
rotagdo de 1800 rpm.

Inicialmente foi preparada uma suspensido a 200 mM de lipidios em etanol. Com auxilio
de uma bomba peristdltica com vazao de 0,3 mL/s, 5 mL dessa suspensao foram adicionados no

tanque contendo 95 mL de 4gua, sob agitacdo continua. Apds alimentacdo da suspensdo
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etandlica, a dispersdo de lipossomas foi mantida em agitacdo por mais 15 minutos e armazenada

sob refrigeracdo a 8 °C por pelo menos 12 horas para consolidacdo das estruturas.
4.3.3. Microfluidizacao

A dispersao de lipossomas pré-formados, provenientes do processamento descrito no item
anterior, foi submetida a homogeneizacdo de alta pressdo em microfluidizador de multicanais,

com pressao de 850 bar em 2 ciclos, conforme sugerido por TREVISAN (2010).
4.3.4. Incorporacao de chalcona CHS8

Inicialmente, uma suspensao CH8 (10 mM em etanol), foi gradualmente adicionada as
dispersoes de lipossomas pré-formados (10 mM de fosfolipidio) sob agitacio mecanica de baixo
cisalhamento, utilizando um impelidor tipo ancora, a 120 rpm. A suspensdo do farmaco foi
gotejada em volumes de 0,1 mL a cada 10 minutos sob agitacdo até que fosse observada
precipitacao da chalcona, indicativa da satura¢ao da bicamada lipidica.

Outra estratégia adotada foi incorporacdo da CH8 durante a formacdo dos lipossomas,
através da solubilizacdo prévia do farmaco na suspensao lipidica em etanol (fase organica) antes
de sua adicdo a fase aquosa. Neste caso, foram estudadas duas concentracdes de CHS8 nas
dispersdes: 0,9 mM, correspondente a capacidade médxima descrita (ZANCHETTA, 2009) para
incorporacdo em lipossomas pré-formados produzidos pelo método de Bangham e 0,2 mM,
selecionada de acordo com resultados preliminares em lipossomas pré-formados para evitar
precipitacdo do farmaco durante a produgdo e expulsdo do conteddo dos lipossomas durante o

armazenamento.
4.4. Calculo da taxa de cisalhamento

A taxa de cisalhamento para os agitadores mecanicos varia linearmente em funcio da
velocidade angular do impelidor, como descrito pela Equacao (3):

v=k.w 3)

onde y € a taxa de cisalhamento, ® a velocidade angular (rad/s) e k uma constante

dependente da geometria do impelidor utilizado (DORAN, 1995). O valor de k para o impelidor

tipo Cowles nao foi descrito na literatura. No entanto, como a geometria deste impelidor é

semelhante aos impelidores turbina Rushton e do tipo pa (k entre 10 e 13 (NAGATA, 1975)),
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adotou-se o valor intermedidrio de 11 para a constante k do impelidor Cowles, de acordo com
TREVISAN (2010).

Para o Ultra Turrax®, foi considerada uma aproximacio entre a geometria de seu
impelidor e a de um viscosimetro rotacional, cuja taxa de cisalhamento € dada pela Equacao (4)

(STEFFE,1992):

y=2.0. )

a? — 1
onde y € a taxa de cisalhamento, ® a velocidade angular (rad/s) e o € uma relacdo expressa
pela Equacdo (5) (STEFFE,1992), na qual Rs e Rg sd@o o raio do estator e do rotor do Ultra

Turrax®, respectivamente.
a= — &)
No caso do Microfluidizador, a taxa de cisalhamento foi obtida através de graficos de
pressdo de alimentagdo por cisalhamento, fornecidos pelo fabricante.

4.5. Determinagdo das constantes eldsticas dos lipossomas

A constante elastica k dos lipossomas foi calculada a partir da Equagio (6), com o valor de
k para o EPC descrito por PETRACHE et al. (1998) e as distancias interlamelares definidas por
andlise de SAXS.

- \/4.71. (2.k + k) ©)

u.d.y
onde R (nm) é o raio do lipossoma, k e k (J) o médulo e a constante eldstica gaussiana da
membrana, respectivamente, u (cP) a viscosidade da solugdo, y (s'l) a taxa de cisalhamento e d

(A) a distancia entre lamelas.

4.6. Distdancia interlamelar dos lipossomas

As informacdes estruturais sobre os lipossomas formados, tais como o nimero de
bicamadas e a distancia entre as lamelas foram analisadas pela aplicacio da técnica de

espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS).
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Assumindo que o sistema lipossomal obtido era composto por duas fragdes, uma de
lipossomas unilamelares e outra de multilamelares, a intensidade de espalhamento I(q) pode ser
escrita como na Equacao (7):

I(q) = P(q).5(q) (7

onde P(q) é o fator de forma da bicamada, que carrega informag¢des sobre o formato da
bicamada e o seu contraste eletronico e S(q) € o fator estrutural, relacionado com a periodicidade
da bicamada lipidica, descrito por um modelo baseado na teoria de Caillé modificada (MCT) para
sistemas lamelares (TREVISAN et al., 2011).

Além disso, a intensidade de luz espalhada varia em funcao do angulo de espalhamento,
que pode ser encontrado de acordo com a defini¢do do vetor de espalhamento (q), dada pela
Equacdo (8):

4w send )
=7

onde 20 € o angulo de espalhamento e A € o comprimento de onda da radiacao.

A partir do vetor de espalhamento é possivel definir a periodicidade dos lipossomas, que
indica a distancia de repeticdo das bicamadas (CAVALCANTI, 2001). Assim, a distancia

interlamelar é dada pela Equacao (9):

21
d= — )
q

Os experimentos foram conduzidos na linha SAXS1 no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) usando uma energia luminosa de 8 keV (A = 1,55 A) e distancia de 561 mm

entre amostra e detector.
4.7. Caracterizacoes
4.7.1. Diametro e polidispersidade

O diametro hidrodinamico e a distribui¢do de tamanho das particulas produzidas foram
determinados através do espalhamento dindmico de luz (DLS) através de espectroscopia de
corrrelacdo de fétons (PCS) utilizando laser de alta poténcia, em equipamento Malvern, Zetasizer

Nano Series ZS com angulo fixo de 173° em relagdo ao feixe de raio laser (He-Ne) incidente.
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O principio do método baseia-se no movimento Browniano e o relaciona ao tamanho das
particulas. Isso é feito a partir da medida da intensidade da luz espalhada quando um feixe de
laser € incidido sobre a amostra. A Equacgao (10) € utilizada para prever a relacdo entre tamanho e

velocidade da particula no movimento Browniano, chamada Equagao de Stokes-Einstein:
kg.T
"~ 6.D.y

(10)

z

onde Ry, € o raio hidrodinamico da particula, kg € a constante de Boltzmann, T € a
temperatura absoluta, D € o coeficiente de difusdo das particulas e n € a viscosidade do solvente
(LASIC, 1993).

A intensidade de luz espalhada pelas particulas fornece a distribui¢cao em intensidade, que
€ proporcional ao didmetro a sexta poténcia, segundo a teoria de Mie, convertida facilmente a
distribui¢cao em ndimero (VAN DE HULST, 1957).

Os diametros dos lipossomas foram analisados em relag¢do as distribuicdes de intensidade
e de nimero de particulas, polidispersidade (PI) e ao seu didmetro hidrodindmico médio
cumulativo (Z-average), calculado por uma média cumulativa (n = 3) dos diametros por

intensidade de luz espalhada.
4.7.2. Potencial zeta

O potencial zeta representa o potencial elétrico de superficie das particulas, que ¢é
influenciado pela viscosidade, constante dielétrica do meio e intensidade do campo elétrico.
Esses fatores estdo relacionados a dissociacdo de grupos funcionais e a adsorcdo de espécies
ionicas presentes no meio. Este potencial indica a estabilidade do sistema coloidal, sendo que
cargas iguais de valor alto (maiores que 30 mV em moddulo) tendem a se repelir, permanecendo
estaveis por mais tempo.

O potencial zeta das particulas produzidas foi determinado em 4gua utilizando o
equipamento Malvern, Zetasizer Nano Series ZS. As medidas foram feitas em triplicata para cada

uma das amostras analisadas.
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4.7.3. Quantificacao de fosfolipidios

A concentragdo molar de fosfolipidios nas dispersdes lipossomais foi determinada
indiretamente através da quantificacdo do teor de fosfato (PO,”) através de um ensaio
colorimétrico baseado no método de CHEN et al.(1956).

Todo o material utilizado no ensaio foi limpo com detergente livre de fosfato. As solugdes
lipossomais analisadas foram previamente diluidas a 1 mM para garantir a adequagdo ao limite de
deteccao do método. Adicionaram-se a tubos de ensaio 100 pL de amostra (solugdes-padrao,
lipossomas ou branco) e 500 pL de 4cido sulfurico 10 N, que promove oxidacao das cadeias de
acido graxo dos fosfolipidios até que estas se decomponham em carbonos elementares. Os tubos
foram aquecidos em chapa de aquecimento a aproximadamente 280 °C por 30 minutos — para
garantir uma distribuic@o de calor uniforme na mistura foram colocadas 2 a 3 esferas de vidro nos
tubos antes de adicionar as amostras. Apos os 30 minutos, os tubos foram retirados do
aquecimento e resfriados a temperatura ambiente para posterior adi¢do de 165 pL de peroxido de
hidrogénio, com a finalidade de garantir a oxidacdo total dos carbonos a di6xido de carbono
(CO,) — esta adicao foi conduzida sob um exaustor para remog¢ao do CO, produzido. Nesta etapa,
os tubos foram reaquecidos a 280° C por mais 30 minutos e novamente resfriados a temperatura
ambiente.

Terminada a digestdo, o fésforo € liberado na forma de ortofosfato. Para tornar possivel
sua quantificacdo, adicionaram-se a cada um dos tubos: 4 mL de dgua deionizada, 500 pL de
molibdato de amonio a 2,5 % (m/m) e 500 pL de acido ascorbico a 8 % (m/m). O ortofosfato e o
molibdato de amdnio formam um complexo que é reduzido pelo dcido ascérbico e adquire a
colorac¢do azul.

Para intensificacao da cor, os tubos foram agitados e aquecidos em banho termostatizado
a 80° C por 5 minutos, sendo entdo rapidamente resfriados em dgua a temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 830 nm e seu valor foi
convertido em concentragdo utilizando a relagdo representada pela equacdo da reta obtida com a
curva padrao (Apéndice I).

A curva padrdo foi determinada utilizando solucdes aquosas de fosfato de sddio dibdsico
heptahidratado com concentragdes conhecidas de 0,25 a 1,50 mM e solucdo isenta de fosfato

(branco). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.7.4. Quantificacao da CHS8

O solvente utilizado para quantificacdo da chalcona CHS8 foi etanol, uma vez que apesar de
sua baixa lipofilicidade foi capaz de solubilizar completamente o firmaco em concentracdes
abaixo de 0,15 mM (50 mg/L). Foi realizada uma varredura da CHS solubilizada em etanol para
determina¢do do comprimento de onda a ser utilizado.

As dispersdes lipossomais contendo CH8 foram diluidas na razdo 1:10 (v/v) em etanol e
submetidas a sonicagdo por 5 minutos para liberacdo da CH8 da matriz lipidica. A absorbancia
foi medida em espectrofotometro com cubeta de quartzo (1 cm de caminho 6ptico). O
comprimento de onda utilizado foi 337 nm. O valor da absorbancia foi convertido em
concentracdo a partir da relagdo representada pela equacdo da reta obtida com a curva padrdo
(Apéndice II).

A curva padrio foi determinada utilizando solucdes de CH8 em etanol com concentracdes
conhecidas de 0,01 a 0,05 mM. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Para validar a utilizacdo do método, também sao apresentados no Apéndice II os dados de

precisao e exatidao relacionados a quantificacdo de CHS8.
4.7.4.1. Precisao

A precisdo intraensaio utilizando os mesmos padrdes de chalcona foi determinada a partir
da média da triplicata das absorbancias dos padrdes de 0,01; 0,03 e 0,05 mM de chalcona
analisadas em um unico dia. Os resultados foram expressos através do coeficiente de variacdo

(CV%), segundo a Equacgao (11):

o
CV% = ——.100 11
CMe D

onde o = desvio padrao; CMe = Concentracao média experimental.
O limite estabelecido pela resolugdo RDC n° 135, de 29 de maio de 2003, é um CV% de no
maximo 10% (ANVISA, 2003).

4.7.4.2. Exatidao

A exatidao intraensaio foi determinada a partir da média da triplicata das absorbancias dos

padrdes de 0,01; 0,03 e 0,05 mM de chalcona analisadas em um tnico dia. Os resultados foram
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expressos como a relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentracdo tedrica correspondente, segundo a Equacgao (12):

CMe

- 12
= 100 (12)

onde CMe = Concentracdao média experimental; Ct = Concentragdo tedrica
Os cdlculos de exatidao devem estar em 80 - 120% e os desvios ndo devem exceder 15%

(ANVISA, 2003).
4.7.5. Eficiéncia de incorporacao e capacidade de carregamento da CH8

A eficiéncia de incorporac¢do (EI) da CH8 em lipossomas foi determinada pelas razdes
madssicas finais e iniciais do farmaco e do lipidio (F, Fy, L, L), sendo a massa final de CHS8
determinada conforme secdo 4.7.4 e a massa final de lipidios, conforme secdo 4.7.3. Assim, a E

foi calculada através da Equacgao (13):

(F/L)
== l( Fo/Lo)

A capacidade de carregamento do farmaco (DL) foi determinada pela razdo entre a massa

l 100 (13)

de CHS incorporada (C) e a massa dos fosfolipidios (F), segundo a Equagao (14):
C
DL= — 14
v (14)
4.8. Anadlise estatistica

O método utilizado para avaliar estatisticamente a variancia dos dados de caracterizacdo
obtidos foi ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste-t bicaudal a 5% de significancia (p

<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secao serd apresentada na forma de capitulos, contendo os artigos submetidos a
periddicos cientificos, selecionados de acordo com a afinidade do periédico com o aspecto
abordado.

Inicialmente foi realizado um estudo dos processos que empregam altas taxas de
cisalhamento na producdo de lipossomas visando verificar a influéncia da elasticidade dos
lipossomas produzidos por alto cisalhamento na incorporagdo da CHS8 (artigo 1). A partir desse
estudo foi possivel propor o melhoramento do processo de incorporacdo da CH8 em lipossomas

de EPC (artigo 2).
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Abstract

High shear processes have been used to reduce the size and homogenize the size
distribution of liposomes in their scalable production. However, high shear rates modify the
liposome structure, which may affect the loading of hydrophobic drugs. This work aimed to study
the influence of shearing on the elasticity of liposomes and its effects on the incorporation of
CHBS nitrochalcone, a highly hydrophobic drug indicated to treat cutaneous leishmaniasis. The
liposomes were composed of egg phosphatidylcholine. They were produced and sized in a single
step by ethanol injection under shearing with a Cowles impeller and an Ultra Turrax®. Small
angle X-ray scattering spectra showed that the shearing reduced the interlamellar distance of the
liposomes. The interlamellar distance did not change with the shearing intensity in the range of
Cowles stirring, but it decreased for higher shearing provided by the Ultra Turrax®. The elastic
constant, which is related to the stiffness of the bilayer and depends on the structure of the
liposomes, increased with increasing shearing intensity for both stirrers. The shearing also
reduced the mean diameter of the liposomes and the size distributions. The lowest shearing,
provided by the Cowles stirrer, was beneficial for the elasticity and the loading of CHS in the
liposomes. Therefore, the elasticity of the bilayer is a determining factor for the loading of

hydrophobic drugs in liposomes.
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1 INTRODUCTION

Liposomes are colloidal phospholipid aggregates, widely used for drug encapsulation,
controlled delivery and specific targeting'™®. The insertion of hydrophobic drugs in the
phospholipid membrane tends to destabilize the liposome structure, and a favorable
microenvironment is required for the incorporation of these drugs’. Liposomes produced in the
laboratory by Bangham’s method, followed by sonication or extrusion through polycarbonate
membranes, have a fluid bilayer. However, when high shear rates are used, the interlamellar
distance is reduced by the loss of water, as shown by small angle X-ray scattering (SAXS)
measurements’. This makes the bilayer stiffer, which affects the encapsulation of hydrophobic
drugs. High shear processes using stirrers have been attractive for the production of liposomes
because drugs can be loaded during the formation of the liposomes, and because liposomes of a
smaller size and narrower size distribution can be formed in a single step. Furthermore, this
method boasts ease of operation and scalability with available commercial equipment’'".

Cutaneous leishmaniasis 1s the most common form of leishmaniasis, with a global
incidence of 1-1.5 million cases around the world'2. The nitrochalcone 3-nitro-2-hydroxy-4,6-
dimethoxychalcone (CHS) is an antileishmanial agent derived from natural chalcone "’ (Figure 1).
Previous studies have demonstrated the selectivity of CHS8 against the parasite, as well as its
efficacy in vivo with intralesional doses of only 0.3 mM (I mM = 107 mol/cm3); its potency is
over 100 times greater than the reference drug Pentosan®'*. However, the high hydrophobicity of

CHS limits its penetration into the skin in topical treatments.

OH O

= NO,
HsCO . OCH, l

Figure 1: Molecular structure of CHS nitrochalcone.
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Incorporating CH8 in liposomes composed of low-phase transition temperature
phospholipids, such as egg phosphatidylcholine, were used to produce elastic liposomes in an
effort to enhance the efficacy of CHS8 in topical treatments. Conventional liposomes were
prepared by Bangham’s method. The results show a higher amount of CHS8 in the tissues of
infected rats when conventional liposomes were administered because the CHS8 can penetrate the
skin more deeply. Thus, the incorporation of CHS8 conferred favorable packing in the lipid
bilayer, thereby promoting a deeper penetration of CHS in the skin'?. To scale up the liposome
production, we studied the effects of shearing on the elasticity of the bilayer in conventional
liposomes and also on the incorporation of CHS8. To the best of our knowledge, there are no
studies in the literature on the influence of the shear rate on the incorporation of hydrophobic

drugs in liposomes.

Initially, the effects of shearing on the interlamellar distance of the liposomes were
analyzed using SAXS. The elastic constant, which is related to the stiffness of the structure, was
then calculated. Afterwards, the hydrodynamic diameter and the size distribution of the
liposomes were also determined, along with the zeta potential. CH8 was loaded during the
formation of the egg phosphatidylcholine liposomes under two levels of shear rates provided by
Cowles and Ultra Turrax® stirrers. The size, distribution and zeta potential were evaluated for
empty and CH8-loaded liposomes. The incorporation of CHS in the liposomes was characterized
by the efficiency and drug loading. The results obtained are useful for the scaling up of liposome
production and the technological development of novel pharmaceutical products based on

nanotechnology.
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2 MATERIAL AND METHODS
2.1. Liposome production

Liposomes were formed by using egg L-a-phosphatidylcholine (EPC) at 80 to 85 % purity
(Lipoid E-80, Lipoid GmbH). The chalcone 3-nitro-2-hydroxy-4,6-dimethoxychalcone (CHS)
was synthesized in the Immunopharmacology Laboratory of the Federal University of Rio de

Janeiro, Brazil. A lipid concentration of 10 mM was used according to previous studies'>'®.

2.1.1. Ethanol injection process

Ethanol injection with mechanical stirring was the scalable process used to produce the
liposomes®. The modification of high lipid concentration (10 mM) was introduced to the original
process, according to a procedure from Trevisan ef al.®.

The experiments were carried out by continuously feeding a lipid suspension (200 mM) in
ethanol (5 mL) through a peristaltic pump at a flow rate of 0.3 mL/s into a 150 mL glass tank
with four baffles containing deionized water (95 mL) under mechanical stirring. Afterwards, the
liposome dispersion was stirred at the selected speed for 15 min and stored for at least 12 h. The
used stirrers were an Ultra Turrax® T25 (IKA, impeller type 10G) at 24000 rpm and a Cowles

impeller (TE-039/1, Tecnal, 27 mm diameter) at 1800 rpm.

2.1.2. Incorporation of CH8

CHS8 was incorporated into the liposomes during their formation by adding the drug to the
lipid-containing phase, which was dispersed in ethanol, for a 0.2 mM CHS8 concentration in the
liposome dispersions. That concentration was chosen to prevent drug precipitation during
liposome preparation or drug expulsion from the liposomes during storage, based on preliminary

results on pre-formed liposomes prepared under high-shear processes.
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2.2. Shear rate calculation

For stirrers, the shear rate is a linear function of the angular velocity of rotation of the
impeller, given by Equation 1:

y=kK.w (Eq. 1)

where y is the shear rate, o is the angular velocity (rad/s) and k is a constant dependent on
the design of the impeller used'®. The k values for Cowles impeller are not reported in the
literature. However, because the geometry of Cowles impellers is similar to that of the Rushton
turbine and shovel impellers (k from 10 to 13)19, we adopted an intermediate value of 11 for
value of the Cowles impeller’s constant, k.

The shear rate of the Ultra Turrax® stirrer was determined using an approach between the
geometry of this impeller and the rotational viscometer, whose shear rate is given by Equation
2%

(XZ

(Eq. 2)
o — 1 .

Y=2.0.

where v is the shear rate, o is the angular velocity (rad/s) and a is given by Equation 3%,

in which Rg and Ry are the stator radius and rotor radius of the Ultra Turrax®, respectively.

(Eq. 3)

=
I
F| P

For the microfluidizer, the shear rate was obtained from graphs relating pressure versus

shear, provided by the equipment manufacturer.

2.3. Interlamellar distance of liposomes
Structural information about the liposomes, such as the number of bilayers and

interlamellar distances, were provided by small angle X-ray scattering (SAXS) analysis.
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Assuming that the system was composed of two phases, unilamellar and multilamellar

vesicles, the scattering intensity I(q) can be written as shown in Equation 4:
I(q) = P(a).S(q) (Eq. 4)

where P(q) is the bilayer form factor’, which carries information about the shape of the
bilayer and its electronic contrast, and S(q) is the structural factor, which is related to the
periodicity of the lipid bilayer and described by a model based on the modified Caillé Theory
(MCT) for lamellar systems.

The scattering intensity varies as a function of the scattering angle, which can be

determined according to the definition of the scattering vector (q), given by Equation 5:

41 sen®

q=— (Eq. 5)

where 20 is the scattering angle and A is the incident wavelength of the radiation.
The periodicity of the liposomes can be defined from the vector scattering, which
indicates the repeat distance of the bilayers®'. Thus, the interlamellar distance is given by

Equation 6:

g 2" (Eq. 6)
= q q

The SAXS experiments were performed on the beamline SAXS1 at the Brazilian
Synchrotron Light Laboratory (LNLS) using a beam energy of 8 keV (A = 1.55 A) and a sample
to detector distance of 561 mm.

The interlamellar distances were determined in unloaded liposomes at 6, 30, 72 and 145
mM EPC. The liposomes were produced under shearing from Cowles stirrer working at 1300,
2500 and 4800 rpm, Ultra Turrax® at 6400, 12000 and 22000 rpm and at 20 MPa and 85 MPa.

pressure in the microfluidizer.
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2.3.1. Microfluidization process
The dispersion of EPC pre-formed liposomes obtained by ethanol injection was submitted
to high-pressure homogenization in a microchannel microfluidizer (M-110P, Microfluidics) for 2

cycles at 20 and 85 MPa.

2.4. Elastic constant of the liposomes
According to Diat er al.*?, the size of the liposomes varies with the shear rate as shown in

Equation 7:

- \/4.71. (2.k'+ k) (Eq.7)
u.d.y

where R (nm) is the radius of the liposomes, k (J) is the modulus elastic constant of the
membrane and k (J) is the Gaussian elastic constant of the membrane (related to the stiffness), u

(cP) is the viscosity of the solution, y (s'l) is the shear rate and d (A) is the interlayer distance.

2.5. Liposome characterization
2.5.1. Physicochemical properties

The mean hydrodynamic diameter and the size distribution of the liposomes were
determined by dynamic light scattering using a (He-Ne) laser at a fixed angle of 173° in a
Zetasizer Nano Series ZS (Malvern Instruments). The diameters were analyzed in terms of their
intensity (I-distribution) and number (N-distribution). The zeta potential was determined using

the same equipment. The measurements were performed in triplicate.

2.5.2. Quantification of the CHS in the liposomes
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Initially, the samples were diluted in a 1:10 ratio (v/v) in ethanol and sonicated (Cole-
Parmer, 8890, Illinois, USA) for 5 min to release the CH8 from the lipid matrix. Afterwards, the
CHS8 concentration was determined in triplicate by spectrophotometry at 337 nm (U2001,

Hitachi), using a standard curve for CH8 concentrations from 0.01 to 0.05 mM.

2.5.3. Quantification of the phospholipids

The phospholipid concentration was determined by phosphate quantification, using a
colorimetric method described by Chen er al.”. Briefly, the samples were diluted to 1 mM and
digested in an acidic medium to produce inorganic phosphate. Afterwards, ammonium molybdate
was added to the samples to generate a complex, which was reduced by ascorbic acid, resulting in
a blue color. The concentration of the phospholipids was determined in triplicate by absorbance

measurements at 830 nm, using a standard curve.

2.5.4. Efficiency of the CHS incorporation and loading in the liposomes
The efficiency (E) of the CH8 incorporation in the liposomes was determined from the

initial and final molar ratios of the CH8 and the phospholipid (Equation 8).

(CHB/phosphoIipid)f. 1
E= 12100 (Eq. 8)

(CHB/phosphoIipid)

The CHS loading (L) in the liposomes was calculated using Equation 9:

initial

L mass of incorporated CH8 (Eq. 9)
~ mass of phospholipids @

2.6. Statistical analysis
The data were analyzed by ANOVA, and the averages were compared by t-test at 5%

significance (p < 0.05).
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3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Interlamellar distances of the liposomes
Figure 2 shows the SAXS profiles obtained from liposome dispersions prepared under

shear by Cowles impeller at 4200 rpm and containing lipid concentrations 6, 30, 72 and 145 mM.

Intensity [arb.u.]

i —— 6 mM

1

-4

q[nm]
Figure 2. Small angle X-ray scattering (SAXS) profiles of the unloaded liposomes produced at 6,

30, 72 and 145 mM lipid concentration and under shear by Cowles impeller at 4200 rpm.

The lipid concentration influenced the scattering profiles of SAXS. Higher lipid
concentrations showed better resolution of the curve. The diffraction peak was well defined for
145 mM lipid. Thus this concentration was used to calculate the interlamellar distances in the

further experiments. Figure 3 compares the SAXS profiles for Cowles impeller and Ultra Turrax®

at three different speeds of rotation and microfluidizer at two different pressure levels.
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Figure 3. Small angle X-ray scattering (SAXS) profiles of the unloaded liposomes produced
under high shear by a Cowles impeller (A) and an Ultra-Turrax® (B) at three different speeds of
rotation, and a microfluidizer (C) at two different pressures. The calculated interlamellar
distances for each curve are also presented.

The curves from Figure 3a show that the diffraction peak of the bilayer does not change
with the shearing intensity for the Cowles stirrer, causing no change in the interlamellar distance.
However, slight changes in the peaks with increasing shearing from the Ultra Turrax® could be
observed, indicating a reduction in the interlamellar distance and an increased stiffness of the
liposome bilayer (Figure 3b). Figure 3c shows that the curve from higher shear level (85 MPa)

appears more rounded, with no visible peak, indicating that the effect of light scattering rather
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than diffraction (characteristic of the presence of repeated lamellae) is dominant. Therefore, the
highest shearing from microfluidizer produces unilamellar liposomes predominantly.

Figure 4 compares the curves generated by the different methods, in which the

displacement of the peaks can be observed.

- r s . i
? “Am‘ _ Microfluidizer
&
g Ultra Turrax®
]| - Process
] Cowles 734 Cowles

Ultra Turrax® 726
Microfluidizer 69.7

:
q [nm™]

Figure 4. Comparison of the profiles from the high shear equipments: Cowles (1300 rpm), Ultra
Turrax® (12000 rpm) and Microfluidizer (20 MPa).

The variations in the interlayer distance are dependent on the level and intensity of the
applied shearing. The lowest value for the distance was obtained from liposomes prepared by
microfluidizer process. The shape of the curves from Figure 4 indicates that the liposomes
produced by different methods have two populations of particles. Peaks indicate a multilamellar
fraction, most visible in Ultra Turrax® process, and “shoulders” represents a fraction with fewer

lamellae, which is higher in microfluidizer process.
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3.2. Elasticity of the liposome bilayer

Table 1 compares the interlamellar distances, radius and the constant k calculated for
liposomes produced by the Cowles or Ultra Turrax® stirrers and microfluidizer. The viscosity
values showed no large variations as a function of the applied shear, resulting in a mean value of
2.0 cP for microfluidizer and 4.2 cP for other processes. For the interlamellar distance, the period
given by Equation 6 was based on the data shown in Figure 3 for each stirrer. The elastic

modulus k for EPC was considered 58 kJ, as described by Petrache et al®*,

Table 1. Elastic constants for the unloaded liposomes produced under high shear by the Cowles
impeller and the Ultra Turrax® stirrer

Stirrer Rotational speed (rpm) y d (A)* R@um) k (107 J)*=

Cowles 1300 1497 73.4 0.312 -112.43
2500 2880 73.4 0.227 -112.36
4200 4838 73.4 0.187 -111.85

Ultra Turrax® 6400 5714 72.8 0.262 -106.42
12000 10715 72.6 0.194 -106.21
22000 19643 71.3 0.150 -105.47

Microfluidizer - 2951849 69.7 0.075 68.2

* d =2mn/q, where q is given by SAXS analysis
% | = (R2.u.d. y / 4m) — 2.k (from Equation 6), where k = 58 kJ **

The elastic constant k is inversely proportional to the elasticity or directly proportional to
the stiffness of the liposomal bilayer. The results indicate that the bilayer stiffness increases at
higher rates of applied shear, which explains the difficulty of inserting hydrophobic molecules

into liposomes produced at higher shear rates. Microfluidization process presented the highest

59



stiffness, with elastic constant value over 100 times higher than the stirrers. Thus, the

microfluidizer was not used for incorporating CHS in the further studies.

3.3. Physicochemical properties of the liposomes
The size distributions of the liposomes are shown in Figure 5, where each curve represents

an independent assay with three separate measurements.
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Figure 4. Size distribution profiles for unloaded liposomes (a and b) and CH8-loaded liposomes (c and d)
produced under Cowles stirring and unloaded liposomes (e and f) and CH8-loaded liposomes (g and h)
produced under Ultra Turrax® stirring. The distributions are shown as the intensity of scattered light (a, c,
e and g) and the number of particles (b, d, f and h). Each curve represents an independent assay with
triplicate measurements.
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The unloaded liposomes produced with the Cowles impeller and the Ultra Turrax® had a
diameter distribution ranging from 40 to 300 nm and from 50 to 400 nm, respectively. Besides
that, the intensity distribution shows that there is a wide range of diameters, varying by 50-5000
nm in both cases (Figures 5a, 5b, 5e and 5f).

The curves shows that the Ultra Turrax® process had a higher reproducibility.

The intensity distribution for the CH8-loaded liposomes produced by the Ultra Turrax®
stirring process (Figure 5g) shows an enlargement of the peaks, suggesting that the insertion of
CHS8 caused an increase in the diameter of the liposomes, although the number distribution
(Figure 5h) indicates that this increase is not statistically significant.

CHS incorporation in the Cowles process resulted in a narrowing of the intensity
distribution peaks (Figure 5¢), and the number distribution peaks are shifted slightly to the left,
indicating a significant reduction of the diameter. These results suggest that the incorporation of
CHS increased the lamellar packing of the liposomes, thereby contributing to an increase of their
elasticity, as previously reportedu. Therefore, the deeper incorporation of CHS8 in the liposomes
counterbalanced the bilayer stiffness caused by the high shearing and contributed to its stability
inside the liposomes.

Table 2 presents the results obtained in the analysis of the zeta potentials (ZP) of the
loaded and unloaded liposomes according to the stirrer used, the rotational speed and the

corresponding shear rate (y).
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Table 2. Zeta potentials (ZP) of the unloaded and CH8-loaded liposomes produced by ethanol
injection under stirring according to the stirrer used and the corresponding shear rate ().

Stirrer Rotational speed (rpm) Y s ZP (mV)
Cowles - unloaded 1800 2074 -39 £ 2
Cowles - 0.2 mM CHS 1800 2074 35 £ 1%
Ultra Turrax® - unloaded 24000 21430 43 £ 7
Ultra Turrax® - 0.2 mM CHS 24000 21430 -39 £ 1

* Statistically significant difference (p < 0.05) compared to the unloaded liposomes

The zeta potential was higher for the unloaded liposomes produced by Cowles process,
indicating a higher exposure of the phosphate groups of the lipids in the external layer of the
unloaded liposomes. The small difference between zeta potential of loaded and unloaded
lipossomes indicates that the internalization of the CHS8 in the lipid bilayer produced no
substantial changes in the charge density of the layer adjacent to the surface of liposomes.

The high absolute values of the zeta potential are an indication of the stability of the

systems.

3.4. Efficiency of the CHS8 incorporation and loading in the liposomes
The incorporation efficiencies and loading of CH8 during the formation of the liposomes

under shearing are shown in Table 3.

Table 3. Incorporation efficiency and loading of CH8 by ethanol injection under shearing

Incorporation CHS Loading
Stirrer
efficiency (%) (mg CHS8/ g phospholipid)
Cowles 95 + 8 9,0 = 0,6
Ultra Turrax® 80 + 16 75 + 09
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These results confirm the tendency of higher CHS8 loading in liposomes obtained by
processes with lower levels of shear'?. Furthermore, the incorporation of low concentrations (0.2

mM) of CH8 avoided the precipitation of drug crystals during storage of the liposomes.

4 CONCLUSIONS

The production of liposomes by ethanol injection under high shearing provided by Cowles
and Ultra Turrax® stirrers was efficient for the production of nanosized liposomes and the
incorporation of CHS8 in a single step. The elasticity of the bilayer, which is dependent of its
interlamellar distance, was the determining factor in the incorporation of CH8 in the liposomes.
These findings contribute to the development of a new product for the treatment of cutaneous

leishmaniasis, as well as for further studies involving other hydrophobic drugs.
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5.2. MELHORIA DE PROCESSOS COM ALTAS TAXAS DE CISALHAMENTO PARA
INCORPORACAO DE NITROCHALCONA CH8 EM LIPOSSOMAS

ARTIGO SUBMETIDO AO PERIODICO
“CHEMICAL ENGINEERING AND PROCESSING: PROCESS INTENSIFICATION”
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Highlights:
e Incorporation of hydrophobic drugs in egg phosphatidylcholine liposomes
o Ethanol injection scalable process under shear from a Cowles impeller, Ultra Turrax® and
microchannel microfluidizer
e Physicochemical properties of egg phosphatidylcholine liposomes sized by a Cowles
impeller, Ultra Turrax® and microchannel microfluidizer
e Loading of CHS8 nitrochalcone in pre-formed or during formation of egg

phosphatidylcholine liposomes produced by ethanol injection under high shearing
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Abstract

This work aims to describe an improvement of a scalable process for the loading of CH8
nitrochalcone in egg phosphatidylcholine liposomes produced under high shearing. CHS is a
hydrophobic drug indicated to treat cutaneous leishmaniasis. The liposomes were produced by
ethanol injection under shear from Cowles impellers, Ultra Turrax® stirrers and microchannel
microfluidizer. Liposomes prepared by Bangham’s method followed by extrusion in
polycarbonate membranes, were used as a low shearing control. Initially, CH8 was incorporated
in pre-formed liposomes. The results showed the expulsion and precipitation of loaded CH8 was
proportional to the intensity of the applied shear rate. The best CH8 loading (37+ 1 mg CH8/ g
phospholipid) was provided by Bangham’s method, indicating lower shear favours drug
incorporation. The limitations of the high shearing processes were circumvented by incorporating
a low concentration of CH8 (0.2 mol/m3) during the formation of liposomes. This condition
yielded a reasonable CHS8-loading (9.0+ 0.6 mg CHS8/ g phospholipid) with no statistical
difference between Cowles and Ultra Turrax® stirrers. CH8 precipitation occurred in the
remaining cases. On the basis of these results, it can be anticipated that the use of Cowles stirrer

is promising for the scalable process.

Keywords: liposomes, nanotechnology, chalcone, high shearing processes, leishmaniasis
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1 Introduction

The nitrochalcone 3-nitro-2-hydroxy-4,6-dimethoxychalcone (CHS) is an antileishmanial
agent derived from natural chalcone, which is used to treat cutaneous leishmaniasis [1]. Brazil is
among the 6 countries (Iran, Afghanistan, Syria, Saudi Arabia, Brazil, and Peru) that, together,
have 90% of the cases of cutaneous leishmaniasis [2]. Therefore, research that yields more
effective pharmaceutical forms to topically administer antileishmanial drugs is urgently necessary

[3]. Figure 1 shows the molecular structure of the CHS.

OH O

NO,

/

HaCO OCH,

Figure 1. Molecular structure of the CH8 nitrochalcone

Previous studies have demonstrated the selectivity of CH8 against the parasite, as well as
its efficacy in vivo with intralesional doses of only 0.3 mol/m3. CH8 has also been found to be
100 times more potent than the reference drug, Pentosan® [4]. However, the high hydrophobicity
of CHS limits its penetration into the skin. Incorporating CHS8 in liposomes composed of low-
phase transition temperature phospholipids, such as egg phosphatidylcholine, were used to
produce elastic liposomes in an effort to enhance the efficacy of CHS in topical treatments.
Conventional liposomes composed of egg phosphatidylcholine surface modified by
polyoxyethylene-glycol-8-lauril ester (PEG-8 L) were studied. The liposomes were prepared
using Bangham’s method followed by extrusion through polycarbonate membranes to obtain 100
nm liposomes. CH8 was incorporated into the pre-formed liposomes to prevent its precipitation
on the membranes during extrusion. The results show a higher amount of CHS in the tissues of
infected rats when conventional liposomes were administered because the CH8 can penetrate the
skin more deeply [5].
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This successful formulation prompted the production of CHS8-loaded liposomes with a
scalable process to develop a new, nanotechnology-based product. Therefore, we extended the
previous findings in this work by studying the loading of CHS in high shear processes due to the
ease of production and availability of large-scale equipment. Among the processes that use a high
shear rate to reduce and homogenize the size of liposomes are mechanical stirring with impellers,
Ultra Turrax® stirrers and the use of high-pressure microchannel microfluidizers [6-11].

In this work, the liposomes were produced by injecting ethanol under shear rates induced
by Cowles impellers (2074 s'l) and Ultra Turrax® (21430 s'l) stirrers. A higher shear rate
resulting from microchannel microfluidizer (5434362 s'l) was also used to further reduce and
homogenize the size of liposomes. The loading of CH8 was initially studied in pre-formed
liposomes produced under high shearing and later improved by incorporating CH8 at low
concentrations during liposome formation. Liposomes were characterized by their mean
diameter, polydispersity and zeta potential. The performances of the processes were compared

and discussed in terms of the physicochemical and CH8-loading properties of the liposomes.

2 Material and methods
2.1 Liposome production

Liposomes were formed by using egg L-a-phosphatidylcholine (EPC) at 80 to 85 % purity
(Lipoid E-80, Lipoid GmbH). The nitrochalcone 3-nitro-2-hydroxy-4,6-dimethoxychalcone
(CHS) was synthesized in the Immunopharmacology Laboratory of the Federal University of Rio
de Janeiro, Brazil. A lipid concentration of 10 mol/m3 was used according to previous studies [12,

13].
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2.1.1 Bangham’s method and extrusion in membranes

The liposomes were initially prepared by Bangham’s method [16]. Briefly, the lipid was
solubilized in a mixture of solvents, namely chloroform and methanol (9:1 v/v), which were
evaporated under vacuum (Rotaevaporator 802, Fisatom, TE-058, Tecnal vacuum pump) to form
a lipid film in the rounded bottom of a glass flask. The film was hydrated with 10 mol/m3 HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazineethanesulfonic acid) at pH 7.4 for 30 minutes. The dispersion of
liposomes was allowed to stabilize for 2 hours under refrigeration (8 °C). The liposomes were
then extruded through two stacked polycarbonate membranes with a 100 nm pore diameter
(Osmonics, Inc., USA) using an extruder (T.001, Lipex Biomembranes,, Inc.). Extrusion was

performed under 12 kgf/cm? pressure over 15 cycles.

2.1.2 Ethanol injection process

The injection of ethanol under mechanical stirring is a scalable process to produce
liposomes [17]. The original process was modified by using high lipid concentrations (10
mol/m3) according Trevisan et al. [11].

The experiments were carried out by continuously feeding a lipid suspension (200
mol/m3) in ethanol (5 mL) through a peristaltic pump at a flow rate 0.3 mL/s into a 150 mL glass
tank with four baffles that contain water (95 mL) under mechanical stirring. The liposome
dispersion was then stirred at the selected speed for 15 min and stored for at least 12 h. The Ultra
Turrax® T25 (IKA, impeller 10 G) stirrer was used at 24000 rpm and the Cowles impeller (TE-

039/1, Tecnal, 27 mm diameter) was used at 1800 rpm.
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2.1.3 Microfluidization process
The dispersion of the liposomes that were pre-formed by ethanol injection was submitted
to high-pressure homogenization in a microchannel microfluidizer (M-110P, Microfluidics) for 2

cycles at 85 MPa.

2.1.4 Incorporation of CH8

Initially, a CHS8 suspension (10 mol/m3 CHS8 in ethanol) was gradually added to the
dispersions of the pre-formed liposomes (10 mol/m3 phospholipid) under low shear stirring using
an anchor impeller at 120 rpm until precipitation. Figure 2 shows the flowchart of the

incorporation of CHS8 in liposomes pre-formed by high shear processes.

Lipidin | Ethanol [ Deionized
ethanol injection (EI) water

h 4 N

Ultra-Turrax® Cowles impeller
(UT) (CI)

\ 4

Microfluidizer
(HPH)

A 4

“Empty’
liposomes

Y

Incorporation of CH8

Figure 2. Flowchart of a scalable process that incorporates CH8 in pre-formed liposomes produced by the
injection of ethanol. The size was controlled with the shear rates provided by Cowles impeller, Ultra

Turrax® stirrer and microchannel microfluidizer.
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Alternatively, the CH8 was incorporated during liposome formation by adding the CH8
with the lipid dispersed in ethanol. Figure 3 shows the flowchart of the alternative process. Two
CHS8 concentrations in the dispersion were studied: 0.9 mol/m3, chosen based on the maximum
capacity that can be incorporated into pre-formed liposomes obtained by Bangham’s method
[13], and 0.2 mol/m3, chosen to prevent drug precipitation during liposome preparation or drug
expulsion from liposomes during storage, according to the preliminary results in pre-formed

liposomes prepared using high-shear processes.
Lipid + CH8 Ethanol Deionized
in ethanol injection (EIC) water

A 4 A 4

Ultra-Turrax® Cowles impeller
(um) (Ch

CH8-loaded
liposomes

Figure 5. Flowchart for incorporation of CH8 during the formation of liposomes in ethanol injection
processes under shearing from Cowles and Ultra Turrax® stirrers.

2.2 Shear rate calculations
For stirrers, the shear rate is a linear function of the angular velocity of the impeller
rotation given by Equation 1:
Yy=kw (Eq. 1)
where y is the shear rate, o is the angular velocity (rad/s) and k is a constant that depends on the
design of the impeller used [18]. The k values for Cowles impeller are not reported in the

literature. However, because the geometry of Cowles impellers is similar to that of the Rushton
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turbine and shovel impellers (k from 10 to 13 [19]), we adopted an intermediate value of 11 for
value of the Cowles impeller’s constant, k.

The shear rate of the Ultra Turrax® stirrer was determined using an approach between the
geometry of this impeller and the rotational viscometer, whose shear rate is given by Equation 2
[20]:

Y= (2.w.a?)/(a? = 1) (Eq. 2)
where Y is the shear rate, ® the angular velocity (rad/s) and a is given by Equation 3 [20], in

which Rg and R are the stator radius and rotor radius of the Ultra Turrax®, respectively.

a= RS/RR (Eq 3)

2.3 Interlamellar distance of liposomes

The structural information of the formed liposomes, such as the number of bilayers and
distance between the lamellae, were provided by small angle X-ray scattering (SAXS) analysis.

Assuming that the system was composed of two phases, a fraction of unilamellar and
other of multilamellar vesicles, the scattering intensity, 1(q), can be expressed by Equation 4 [11]:

I(a) = P(q).&(q) (Eq. 4)

where P(q) is the bilayer form factor, which carries information about the shape of the bilayer and
its electronic contrast, and S(q) is the structural factor, which is related to the periodicity of the
lipid bilayer and described by a model based on the modified Caillé Theory (MCT) for lamellar
systems.

Moreover, the scattering intensity is a function of the scattering angle, which can be

determined according to the definition of the scattering vector (q) given by Equation 5:
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g= 4msend/A (Eq. 5)
where 20 is the scattering angle and A is the incident wavelength of the radiation.
The periodicity of the liposomes can be defined from the vector scattering, which
indicates the repeat distance of the bilayers [21]. Thus, the interlamellar distance is given by

Equation 6:
d= 2n/q (Eq. 6)
The SAXS experiments were performed on the beamline SAXS1 at the Brazilian

Synchrotron Light Laboratory (LNLS) using a beam energy of 8 keV (A = 1.55 A) and a sample

to detector distance of 561 mm.

2.4 Liposome characterization
2.4.1 Physicochemical properties of liposomes

The liposomes were characterized by their mean hydrodynamic diameter and
polydispersity with dynamic light scattering using a (He-Ne) laser at a fixed angle of 173° in a
Zetasizer Nano Series ZS (Malvern Instruments). The diameters were analyzed in terms of their
intensity Z-average and polidispersity. The zeta potential was determined using the same

equipment. The measurements were performed in triplicate.

2.4.2 Quantification of CHS in liposomes

The samples were initially diluted in ethanol (1:10 v/v) and sonicated (Cole-Parmer, 8890,
Illinois, USA) for 5 minutes to extract CH8 from the lipid matrix. The CH8 concentration was
determined in triplicate by spectrophotometry at 337 nm (U2001, Hitachi), using a standard curve

ranging from 0.01 to 0.05 mol/m3 CHS.
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2.4.3 Quantification of phospholipids

The concentration of phospholipids was determined by phosphate quantification using a
colorimetric method described by Chen et al. [22]. Briefly, the samples were diluted to 1 mol/m3
and digested in acid to produce the inorganic phosphate. Ammonium molybdate was then added
to the samples to produce a complex, which was reduced by ascorbic acid acquiring a blue color.
The concentration of phospholipids was determined in triplicate by absorbance measurements at

830 nm using a standard curve.

2.4.4 Efficiency of CHS8 incorporation and loading in liposomes
The efficiency (E) of CH8 incorporation in liposomes was determined by the final and
initial molar ratio between CHS8 and phospholipids (Equation 7).

CH8/phospholipid)
E- ( /p p .|p.| )fmal 100 (Eq 7)
(CH8/phospholipid) intial

The CHS loading (L) in liposomes was calculated using Equation 8:

mass of incorporated CH8

L= Eq. 8
mass of phospholipids (Eq. 8)

2.5 Statistical analysis
The data were analyzed by ANOVA for variance and the averages were compared using a

t-test at 5% significance (p < 0.05).

3 Results and Discussion
First, the incorporation of CHS8 in liposomes pre-formed by high shear processes was

studied. Liposomes were produced via injection of ethanol under shear stress from an Ultra
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Turrax® or Cowles impeller. The sizes of the liposomes formed with the Ultra Turrax® were then

reduced and high-pressure homogenized with a microchannel microfluidizer.

3.1 Physicochemical characterization of pre-formed liposomes

The pre-formed liposomes were characterized by their mean hydrodynamic diameter,
polydispersity and zeta potential. They were produced using Bangham’s method followed by
extrusion in membranes to be used as control of the low shear process. Table 1 shows the results
for the unloaded and CH8-loaded liposomes.
Table 1. Cumulative mean hydrodynamic diameter (Z-average), polydispersity (PI) and zeta potential
(ZP) of unloaded and CHB8-loaded liposomes produced by the various processes: Bangham’s method
followed by extrusion in membranes (B + M), ethanol injection under stirring by Cowles impeller (EI
under CI)), ethanol injection under stirring by Ultra Turrax® (EI under UT) and ethanol injection under

stirring by Ultra Turrax® followed by high pressure homogenization in a microchannel microfluidizer (EI

under UT + HPH).

Process Z-average (nm) PI** ZP (mV)
B+M 100 = 5 0.12 = 0.02 26 £ 2
B +M + CH8 103 + 3 0.19 = 0.01 * 37 + 3%
El under CI 216 = 19 0.35 £ 0.05 -39 £ 2
El under CI + CHS8 211+ 17 0.36 £ 0.03 40 £ 1%
El under UT 180 + 8 0.22 £ 0.03 43 £ 7
El under UT + CH8 180 + 8 0.24 + 0.03 -384 + 05 *
El under UT + HPH 148 + 7 0.19 = 0.04 37 = 4
El under UT + HPH + CHS8 147 + 3 0.19 = 0.01 -33.4 £ 0.7 %

* Statistically significant difference (p < 0.05) related to unloaded liposomes
** Statistically significant difference (p < 0.05) between each of the processes
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Unloaded liposomes that were produced using a high shear had a higher mean diameter
than those produced by Bangham’s method followed by membrane extrusion (B + M). Among
the high shear processes, the mean diameter and polydispersity decreased as follows: CI > UT >
HPH. The polydispersities were lower than 0.5, which is adequate for the intended application.
For unloaded liposomes, the zeta potential was higher for the high shear processes than those
produced by B + M, indicating that more of the lipid phosphate-groups in the external layer of the

liposomes was exposed.

3.2 Loading of CH8 in pre-formed liposomes

The processes did not yield significant differences in the mean diameter after CHS8
incorporation. Except for B + M, no significant differences were observed for the PI resulting
from the various processes. The loaded and unloaded liposomes showed significant differences in
the zeta potential, indicating the incorporation of drug.

When CHS8 was gradually added to the pre-formed liposomes, a homogeneous yellow
color was observed in the liposome dispersion, indicating the incorporation of CHS in the bilayer
of pre-formed liposomes. However, large crystals of CH8 were observed in the dispersion under
an optical microscope with 400x magnification several hours after incorporation. The amount of
crystals increased with time with a precipitation velocity following the order: B + M < EI + CI <
El + UT < EI + UT + HPH. However, the precipitated CH8 could be quickly re-suspended in all
samples, which benefits in vivo application.

Liposomes prepared via B + M were loaded with 0.9 mol/m3 CHS, while those prepared
using high-shear processes were loaded with approximately 0.2 mol/m3 CHS8. The low loading of

CHS8 in the pre-formed liposomes produced under high shearing was confirmed by SAXS
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analysis. Figure 4 shows the SAXS spectra for the Ultra Turrax® stirring process and the high-

pressure homogenization in the microchannel microfluidic device.

Microfluidizer
e g
s & }@;{.’

Ultra Turrax® + CH8

I(q) [arb. u.]

S _amme- Ultra Turrax®
a

T T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

q [nm™]
Figure 4. Small angle X-ray scattering (SAXS) profiles determined for loaded and unloaded liposomes

produced under high shear by Ultra Turrax® and microchannel microfluidic device

The SAXS profiles showed a single scattering peak with an enlargement at the base,
indicating that both processes produce unilamellar liposomes as well as a significant fraction of
multilamellar liposomes. Both types of liposomes have the same periodicity, with the highest
intensity of scattering at 0.11 A™. Thus, the interlamellar distance, calculated by equation 6, was
57.1A.

Generally, variation in the width of the intensity peak of the SAXS spectra indicates
inclusion of molecules in the liposomal bilayer. In both the Ultra Turrax® and microchannel
microfluidic processes, the insertion of CHS8 did not significantly alter the peak width, indicating
that the applied shear reduced the interlamellar distance and instability for loading CH8, which

was initially incorporated and gradually expelled from the lipid bilayer.
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These results also reflect the previous SAXS analysis by Trevisan et al. [11], who showed
the influence of shearing from a Cowles impeller, Ultra Turrax® stirrer and microchannel
microfluidizer on the packing of lipids and dehydration of liposomes. The reduction of the
interlamellar distance due to dehydration increases the stiffness of the bilayer proportionally to
the applied shearing. Consequently, the incorporation of CH8 induced additional strains in the

bilayer and caused the expulsion of the drug from the liposomes over time.

3.3 Yield of liposome production

The yield of liposome production by the studied processes was quantified by phosphate
content (Figure 5), which was close to 100%. This number was slightly lower for Bangham’s
method, in which liposomes were retained in the polycarbonate membranes during the extrusion
step, as well as the process with the added microfluidization step, whose lipid loss may be

associated with the retention of lipids inside the microchannels.

125%
100%
#* 1 T
T 1 I
I
75% - *
&
3 I
Q
> 50% -
25% -
D% T T T
B+M El+ Cl El+UT El+ UT + HPH

Figure 5. Analysis of phosphate content for the processes studied. * Statistically significant difference (p
< 0.05) related to other processes
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3.4 Improvement of CHS incorporation
The alternative process incorporates CH8 during a one-step high shear processes, i.e.,
during the formation of the liposomes via injection of ethanol under shear stress from an Ultra

Turrax® or Cowles impeller.

3.4.1 Physicochemical characterization of liposomes

Table 2 presents the results obtained from the analysis of the cumulative average
hydrodynamic diameter (Z-average), polydispersity (PI) and zeta potential (ZP) of loaded and
unloaded liposomes. CH8 was incorporated during ethanol injection under stirring by a Cowles

impeller and Ultra Turrax® stirrer.

Table 2. Cumulative mean hydrodynamic diameter (Z-average), polydispersity (PI) and zeta potential
(ZP) of unloaded and CHS8-loaded liposomes produced by: ethanol injection under stirring by a Cowles
impeller (EI under CI, unloaded), ethanol injection with CHS8 under stirring by Cowles impeller (EIC
under CI), ethanol injection under stirring by an Ultra Turrax® stirrer (EI under UT, unloaded) and ethanol
injection with CHS under stirring by an Ultra Turrax® stirrer (EIC under UT).

Process Z-average (nm) PI ZP (mV)
EI under CI 216 = 19 035 + 0.05 -39 £ 2
EIC under CI - 0,9 mol/m3 CH8 132+ 3% 029 £+ 0.02* 41 = 8
EIC under CI - 0,2 mol/m3 CHS8 174 + 10* 035 = 0.04 -35 + 1%
El under UT 180 + 8 022 + 0.03 43 £ 7
EIC under UT - 0,9 mol/m3 CH8 139 + 1% 0.23 + 0.03 48 £ 5
EIC under UT - 0,2 mol/m3 CHS8 176 + 8 025 + 0.04 -39 £ 1

* Statistically significant difference (p < 0.05) related to unloaded liposomes;

In contrast to the CHS8 that was incorporated into pre-formed liposomes, the incorporation

of CH8 during the formation of liposomes showed a statistically significant reduction (p < 0.05)
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in the Z-average value compared to the unloaded liposomes, except for Ultra Turrax® process that
used 0.2 mol/m3 CHS. These results suggest that the incorporation of CHS8 increased the lamellar
packing of liposomes, thereby contributing to their increase in elasticity, as previously reported
[5]. Therefore, the incorporation of CH8 counterbalanced the bilayer stiffness caused by the high
shearing and contributed to its stability inside the liposomes.

As expected, the polydispersity was higher for Cowles impellers than Ultra Turrax®
stirrers due to the lower shearing intensity.

The zeta potentials of loaded and unloaded liposomes did not significantly differ, nor did
it differ among the different processes, except for a small decrease for 0.2 mol/m3 CH8 under
Cowles stirring. These results indicate the internalization of the lipid in the CHS bilayer, in which

did not substantially change the charge density of the adjacent layer to the surface of liposomes.

3.4.2 Efficiency of CHS8 incorporation and loading in liposomes
Incorporating low concentrations (0.2 mol/m3) of CH8 avoided precipitation of drug
crystals after the formation of liposomes. The CHS8 incorporated when using a 0.9 mol/m3
concentration in solution was unstable in liposomes produced under high shearing, but was
retained in those liposomes produced by Bangham’s method with membrane extrusion.
The incorporation efficiency and drug loading were calculated only for the liposomes that
showed no precipitation of CHS8. Thus, only liposomes pre-formed by Bangham’s method with
0.9 mol/m3 CHS8 and liposomes obtained using the improved process with 0.2 mol/m3 CH8 were

considered (Table 3).
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Table 3. Incorporation efficiency and drug loading calculated for the liposomes that showed no

precipitation of CH8
Incorporation CHS Loading
Process
efficiency (%) (mg CHS/ g phospholipid)
B + M (0.9 mol/m3 CHS) 9% + 4 37 + 1
EIC under CI (0.2 mol/m3 CHS) 95 + 8 90 £ 0.6
EIC under UT (0.2 mol/m3 CHS) 80 + 16 7.5 £ 09

The incorporation efficiencies of the proposed processes did not significantly differ (p-
value < 0.05), but the variance of the results from the Ultra Turrax® process was very high (>
100), indicating a lower reproducibility. Considering the trend of lower shear favoring the
incorporation of the drug from Bangham’s method, the ethanol injection under Cowles stirring is
the most promising between the scalable processes. Moreover the shear, the mixing conditions
imposed by the Cowles impeller can also positively affect the incorporation of hydrophobic
molecules in liposomes. The Cowles geometry favors the pumping of the mixture, which benefits
homogenization [23], while the Ultra Turrax® stirrer has a geometry similar to that of a rotational
viscometer (internal rotor), which favors shear but reduces the pumping capacity. Additional

advantages for Cowles stirrer includes robustness and simplicity.

4 Conclusions

A scalable production process based on the ethanol injection method under high shearing
was improved to incorporate CH8 into EPC liposomes. This improvement was achieved by three
changes: the addition of CH8 during the formation of liposomes, a low initial concentration of
CHBS and the lowest shear rates of the stirrers. Among the scalable processes, the ethanol injection

under shearing from Cowles stirrer was the most promising for CH8 incorporation. These
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findings contribute to the scale-up of processes for the development of CH8-liposomes, as a new
product to treat cutaneous leishmaniasis. These results can also be extended to the loading of

other hydrophobic drugs in liposomes.
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6. CONCLUSOES

O processo de injecdo de etanol com reducdo e homogeneizacdo de tamanhos a partir da

aplicacdo de alto cisalhamento por agitador mecinico com impelidor Cowles e Ultra Turrax® foi

eficiente para producao de lipossomas e incorporacdo da CHS. A caracterizacdo dos lipossomas e

estudo de suas propriedades fisico-quimicas permitiu concluir que:

A adicdo do farmaco durante a formacdo dos lipossomas favorece a incorporagdao do
farmaco, evitando a necessidade de penetracdo na bicamada que ocorre quando a CHS8 €
adicionada a lipossomas pré-formados;

A elasticidade da bicamada, dependente da distancia interlamelar, foi determinante para a
eficiéncia de incorpora¢do da CH8 em lipossomas;

A baixa concentracdo de CHS8 adicionada (0,2 mol/m3) evitou a precipitacdo de cristais do
farmaco apds formagdo dos lipossomas;

A menor taxa de cisalhamento produzida pelo impelidor Cowles favoreceu a incorporacao
da CHS;

Entre os processos escaldveis, a injecdo de etanol sob cisalhamento com o impelidor
Cowles foi 0 mais promissor para a incorporagdo de CHS;

A incorporacao de CHS8 nos lipossomas tende a aumentar o empacotamento lamelar dos
lipossomas e contrabalanceia a rigidez da bicamada causada pelo alto cisalhamento,

contribuindo para sua estabilidade no interior dos lipossomas.

Essas descobertas contribuem para o desenvolvimento de formas farmac€uticas mais

eficazes para o tratamento de leishmaniose cutanea, bem como para futuros estudos envolvendo

outros farmacos hidrofébicos.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a continuacio dos estudos, sugere-se:

e Estudar outras varidveis do processo, como temperatura, pH, concentracdo de
fosfolipidios e outros tipos de impelidores;

o Realizar ensaios in vivo para verificar a eficiéncia da CHS8 incorporada em lipossomas no
tratamento da leishmaniose cutinea;

e Estudar a aplicacio do processo proposto para incorporacdo de outros farmacos
hidrofébicos visando verificar a influéncia da elasticidade na capacidade de carregamento

do farmaco.
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APENDICE I: Curva analitica para quantificaciio de fosfato
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Figura 1 Curva analitica para quantificacdo de fosfato nos lipossomas a 830 nm. O coeficiente linear foi

considerado desprezivel.
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APENDICE II: Curva analitica para quantificacao de CHS8
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Figura 2 Curva analitica para quantificagdo de CHS8 incorporada nos lipossomas a 337 nm. O coeficiente

linear foi considerado desprezivel.

Precisao: CV%=5%
Exatidao: E=100+4 %
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