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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) tem grande impacto socioecondémico e € a
principal causa de declinio cognitivo, caracterizando-se como um processo
neurodegenerativo associado ao envelhecimento. Dentre as causas apontadas
dessa patologia pode-se citar o estresse oxidativo, metabolismo anormal da
proteina precursora do amiléide levando a formacdo de peptideo beta-amildide
contendo 42 residuos de aminodacidos (AB42), que tem propriedade auto-
agregante, levando a formagdo de oligbmeros neurotdxicos e fibrilas que
constituem as placas senis. De acordo com a literatura, a formagao dessas placas
é dependente de ions cobre e zinco que estdo em concentragdes muito elevadas
no Sistema Nervoso Central (SNC), nos casos da doenca de Alzheimer. O arsenal
terapéutico disponivel para tratar a DA, consiste em inibidores da
acetilcolinesterase e antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato, que melhoram
0 quadro sintomatico. O desenvolvimento de farmacos baseados no efeito
quelante de metais vem ganhando destaque, uma vez que foi comprovado o
envolvimento de cobre e zinco no processo de formagao de oligbmeros e fibrilas
do peptideo beta-amildide. Resultados obtidos no nosso laboratério demonstraram
que o levofloxacino inibe a agregacao e formacao de fibrilas do peptideo ApR42.
Entretanto, a passagem desta fluorquinolona pela barreira hematoencefalica é
dificultada pela natureza altamente lipofilica desta ultima. Neste trabalho,
desenvolvemos uma formulagdo lipossomal baseada em colesterol e
fosfatidilcolina para o levofloxacino, cujo percentual de encapsulacéo foi de 78%.
A metodologia utilizada para a preparagao de lipossomas foi a do filme lipidico
seco, apds remocao do solvente por evaporacdo. As particulas de 90 nm de
tamanho foram obtidas utilizando-se homogeinizador de alta pressdo. Um estudo
realizado em um modelo de barreira hematoencefalica composto por células NG97
demonstrou que a formulagdo é capaz de atravessar por um modelo de barreira
que mimetiza a Barreira Hemato-encefalica (BHE). Face estes resultados, o
levofloxacino figura como um candidato a reposicionamento de farmaco para tratar
a DA.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) has great socioeconomic impact and is the
leading cause of cognitive decline, characterized as a neurodegenerative process
associated with aging. Among the reasons noted this pathology can cite oxidative
stress, abnormal metabolism of amyloid precursor protein leading to the formation
of beta-amyloid peptide which has owned self-aggregating, containing 42 amino
acid residues, leading to the formation neurotoxic oligomers and fibrils constituting
the senile plaques. According to the literature, the formation of these plates is
dependent on copper and zinc ions which are in high concentrations in the Central
Nervous System (CNS), in the cases of Alzheimer's disease. The therapeutic
armamentarium available to treat AD, consists of acetylcholinesterase inhibitors
and antagonists of N-methyl-D-aspartate, which improves the symptoms. The
development of pharmaceuticals based metal chelating effect has been gaining
attention since it has been demonstrated the involvement of copper and zinc in the
formation of oligomers and fibrils of beta-amyloid peptide. Results obtained in our
laboratory showed that levofloxacin inhibits aggregation and fibril formation of
amyloid-beta peptide containing 42 amino acid residues. However, the passage
through this barrier fluoroquinolone is hampered by the highly lipophilic nature of
the latter. In this work, we developed a liposomal formulation based on
phosphatidylcholine and cholesterol for levofloxacin, whose percentage of
encapsulation was 78%. The methodology for the preparation of the liposome lipid
film was dried after removal of the solvent by evaporation. The particles 90 nm in
size were obtained using a high pressure homogenizer. A study on a model of the
blood brain barrier comprising NG97 cells demonstrated that the formulation is
capable of crossing the barrier with a model that mimics the Blood-Brain Barrier
(BBB). Based on these results, levofloxacin is as a candidate for repositioning drug
to treat AD.
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1. INTRODUGAO
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A Doenca de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez ha um século
atras, e € a principal causa de deméncia em populacao geriatrica (HEBERT, et.al.,
2003, NAZEM, et.al., 2008).

A DA é a doenca neurodegenerativa mais comum que afeta diretamente
cerca de 10% da populagéo com até 65 anos e cerca de 50% com até 85 anos
(GAGGELLI, et.al., 2006). Foi descoberta em 1906 pelo médico Alois Alzheimer,
(ALZHEIMERMED, 2013) sendo sua manifestagao gradual, com um progressivo e
irreversivel declinio cognitivo (GAGGELLI, et.al., 2006).

1.1. Epidemiologia

A idade é o principal fator de risco para o desenvolvimento da DA
(ABBOTT, 2013). Em 1950, havia 214 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais.
Atualmente, 11% da populagdo mundial ja atingiram esse patamar. Na Figura 1
temos um grafico representativo do evenlhecimento populacional. De acordo com
a Organizagao Mundial de Saude (OMS), estima-se que em 2025, 1,2 bilhdes de
pessoas com mais de 60 anos, estardo afetadas pela doenga (ALZHEIMERMED,
2013).
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Numero de pessoas acima de 60 anos

Milhdes
2000
1800+
1600+
1400
1200+
1000
800+
600+
400+
200-
0,

2002 2025 2050
. Mundo Paises em desenvolvimento Paises desenvolvidos

Figura 1: Envelhecimento progressivo da populacdo mundial (Adaptado
ALZHEIMERMED, 2013).

De acordo com a Associacédo de Alzheimer, mais de 5,4 milhdes de
americanos apresentam os sintomas da doencga. Estima-se que, no Brasil, a DA
afete 1,2 milhdo de pessoas. (ALZHEIMERMED, 2013; ABBOTT, 2013) Por ser
uma doenca cerebral degenerativa devastadora, seu custo anual para a economia
dos EUA é superior a 180 bilhdes de ddlares e acredita-se que até 2050 mais de
115 milhdées de pessoas em todo o mundo estardo vivendo com a doenca.
Infelizmente, mesmo apds varias décadas de pesquisa nesta area, muitos dos
farmacos aprovados para o seu tratamento somente atenuam os sintomas e

apresentam pouco efeito sobre a progressado da doenga (ABBOTT, 2013).

1.2. Caracteristicas fisiopatolégicas

O principal agente de risco em doengas neurodegenerativas € a idade e
esta diretamente ligada ao stress oxidativo (peroxidacdo lipidica, oxidacdo de
proteinas, oxidagao DNA e RNA) (CHEOW, 2010).

3
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As regides cerebrais mais comprometidas sdo aquelas associadas as
fungdes mentais superiores, tais como o aprendizado, memadria e comportamento
emocional. Particularmente, o cortex frontal e o hipocampo s3o os mais
comprometidos pelas alteragdes bioquimicas referentes a patologia (ALZ, 2013).
Uma de suas caracteristicas mais marcantes é a perda difusa de neurdnios
(ZATTA, et.al., 2009) que culmina com uma significativa diminuicdo do tecido

cerebral, conforme mostrado na Figura 2.

Cérebro normal Cérebro com DA em estdagio avangado

Figura 2: Comparagao entre cérebro normal e cérebro com DA (Adapatado de
ALZ, 2013).

A DA é uma doenca extremamente complexa e seus mecanismos
patogénicos ainda ndo foram completamente elucidados. Os dois principais
achados morfolégicos relacionados a DA sdo as placas senis ou neuriticas e os
emaranhados neurofibrilares (Figura 3). As placas senis sdo formadas pela
deposicao extracelular de fibrilas do peptideo B-amiléide (AB) e os emaranhados
neurofibrilares, por agregados intraneuronais de proteina tau hiperfosforilada
(ALZHEIMERMED, 2013) Estes achados morfoldgicos conduziram a elaboragéo
as principais hipéteses que tentam explicar a patogénese da DA: a hipétese da
cascata B-amildide, a hipotese colinérgica e a hipdtese da degeneragdo do
citoesqueleto neuronal (GAGGELLI, et.al., 2006; KUNG, 2012).



Dissertacdo de Mestrado Cibelle Rossi Teixeira

Figura 3: Placas senis (extracelulares) e emaranhadas neurofibrilares
(intracelulares) (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2013).

Os cations metalicos sao cruciais para a vida, porém tem sido evidenciado
que eles também estdo envolvidos nos danos neurais de doencas
neurodegenerativas como a DA, pois, foram relatadas concentragdes elevadas
desses metais em varios locais do cérebro de pacientes com Alzheimer em
comparacdo com individuo de mesma idade que nado apresenta a doenca
(GAETA, 2005).

Ha fortes evidéncias de uma relacado entre estresse oxidativo e o depdsito
cortical de B-amildide. Essa correlagdo parece depender das propriedades fisico-
quimicas do B-amildide, que sdo coerentes com a atividade antioxidante e proé-
oxidante. O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a

producdo de radicais livres e a capacidade das células de defesa de acionar
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mecanismos de protecio, que envolvem enzimas como a superoxido dismutase e
catalase, além do tripeptideo glutationa (CHEOW, 2010). Quando este
desequilibrio ocorre, as biomoléculas modificadas oxidativamente (proteinas,
lipideos e nucleotideos) perdem a sua fungdo e acumulam-se no compartimento
celular. No caso de células muito sensiveis, como neurénios, a falta de controle

de sistemas de defesa pode levar a morte celular (CHEOW, 2010).

1.2.1. Hipétese da cascata -amildide

A identificagcdo do peptideo AB nas placas senis extracelulares, por meio de
analises histologicas post mortem em cérebros de pacientes com DA, levantou a
hipétese de que este evento pudesse estar relacionado ao desencadeamento da
patologia. Segundo esta hipotese, a neurodegeneracao na DA comega com 0O
processamento anormal da proteina precursora do amildide (PPA), discutido a
seguir, e resulta na produgdo, agregacdo e deposicdo do peptideo AB.
Aparentemente, a cascata amildide pode facilitar a formagao dos emaranhados
neurofibrilares e a morte celular (GAGGELLI, et.al., 2006).

1.2.1.1. O processamento da proteina precursora do amiléide (PPA)

O peptideo AB é gerado extracelularmente a partir da clivagem de uma
proteina transmembranica chamada proteina precursora de amiléide (PPA), que é
expressa no organismo em condigdes fisioldogicas normais. A PPA pode
apresentar 695, 751 e 770 residuos de aminoacidos, sendo que a proteina de 695
aminoacidos é predominantemente expressa nos neurénios (GUO, et.al., 2012). O
processamento proteolitico da PPA é feito por duas proteases conhecidas como 3
e vy-secretases). Em condigbes ndo patoldgicas, além da vy, outra secretase
predomina (a-secretase), que é considerada nao amiloidogénica, uma vez que 0s
residuos formados ndo levam a formacgéo do peptideo ABs2 (PROX, et.al., 2012).
Na DA, ou a expressao da [B-secretase estd aumentada ou a depuragdo dos

fragmentos insoluveis esta comprometida. Os peptideos amiloidogénicos
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apresentam de 39-43 residuos de aminoacidos e s&o os principais constituintes
das placas senis e depdsitos amildides cerebrovasculares havendo, entretanto, a
predominancia do residuo de 42 aminoacidos (AB42) (PRICE, et al., 2009).

SPPAq p3

Extracelular
Nao amiloidogénica

!_._._,

PA

Citoplasma

a-secretase a-FCT DI

Extracelular

Citoplasma AB

sPPAB

Extracelular

| I
Amiloidogénica

DI Citoplasma

B-secretase B-FCT

Figura 4: O processamento da PPA pelas vias amiloidogénica e nao
amiloidogénica (Adaptado de WILQUET, et. al., 2004).

A a-secretase, membro da familia das metaloproteases, e a B-secretase
também conhecida como BACE, uma aspartil protease ligada a membrana, clivam
o dominio extracelular N-terminal da PPA, liberando os fragmentos solluveis
sPPAa e sPPAB (Figura 4)(GAGGELLI, et.al., 2006). Os fragmentos sPPAa
parecem apresentar atividade neurotréfica e sinaptogénica, enquanto que os
fragmentos sPPAB parecem apresentar atividade sinalizadora (GUO, et.al., 2012).
A y-secretase finalmente cliva fragmentos carboxi terminais (FCT) do dominio

transmembrana da PPA (Figura 5), liberando o fragmento p3 e o peptideo AR,
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respectivamente, para o0 meio extracelular e o dominio intracelular da PPA (DI)
para o citoplasma (GAGGELLI, et.al., 2006).

SAPPR

{ L Beta-amyloid

L m .

00'...

Tl AL 2L
'u.. 2ALE R B
Beta-secretase \ a2 A1 LR

20 » ’

B ’ »

Gamma-secretase Beta-secretase
Gamma-secretase

Figura 5: As secretases (B e y) e a geracdo do peptideo AR (NATIONAL
INSTITUTE OF AGING).

A evidéncia mais forte de que o processamento proteolitico anormal e o
aumento na geracao de AB sdo cruciais para o0 processo patolégico vem de
estudos de formas raras hereditarias da DA. Mutag¢des na PPA e nas presenilinas,
as proteinas do nucleo do complexo y-secretase, afetam a geragado do peptideo
AB, sua agregacéao, ou degradacao. Além disso, todas as mutagdes identificadas
em PPA s3do agrupadas em torno dos trés sitios de clivagem das secretases
(GAGGELLI, et.al., 2006).

1.2.1.2. O peptideo B-amildide (AB)

O peptideo AB42, além de ser particularmente toxico as células nos estagios
iniciais do processo de agregacdo, possui uma atividade fibrilogénica. E descrito
na literatura que oligbmeros de AB42 inibem a viabilidade neuronal 10 vezes mais
do que fibrilas e 40 vezes mais do que o peptideo ndo agregado, com AR
oligomérico promovendo inibicdo significativa a 10 nmol/L (DAHLGREN, et.al.,
2002).
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O processo de fibrilogénese ocorre em cascata e envolve estruturas
intermediarias. Primeiramente, o peptideo coalesce e forma pequenos oligdmeros
que se agregam produzindo grupamentos de alto peso molecular, chamados de
protofibrilas (Figura 6 e 7). Estas, eventualmente excedem o limite de solubilidade
e depositam na forma de fibrilas (GAETA, 2005).

A presenca de fibrilas do peptideo ABs2 desencadeam uma resposta
inflamatéria da microglia, resultando na producédo de citocinas inflamatodrias e
ativacdo de mastdcitos (RAPOPORT, et. al., 2011; JIN, et. al., 2013; LEE, et.al.,
2012).

A neurotoxicidade do peptideo AP esta relacionada principalmente aos
intermediarios oligoméricos soluveis se comparada as fibrilas amildides
(GAGGELLI, et.al., 2006).

e 20 2 a] %)
6,990, b
oogoog g & %
Monémeros _ =~ Oligdmeros _ = Protofibrilas =%  Fibrilas

Figura 6: O processo de fibrilogénese do peptideo AR (Adapatado de WILQUET,
et.al., 2004).

As placas senis, um dos marcadores da DA, sdo formadas de agregados
fibrilares de peptideo AB. Esta “hipotese da cascata amildide” pressupde que a
neurodegeneragdo comega com o processamento anormal da PPA, resultando na

producao, agregacao e deposicao do peptideo AR (GAGGELLLI, et.al., 2006).
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Monémero Dimero Oligdbmero Fibrila

Figura 7: O processo de fibrilogénese do peptideo AR (Adaptado de HUBER,
2012).

O peptideo AR adota varias conformacgées, das aleatérias as folhas-§ e a-
hélices em solugéo, o que torna dificil o planejamento de inibidores baseados na
estrutura sua tridimensional. A cascata de agregacdo do peptideo AB envolve a
transicdo de conformacgdes aleatérias para folhas-B. Muitos estudos in vitro a
respeito da fibrilogénese do peptideo AB tem indicado que a transi¢ao estrutural
de a-hélice para folha-B pode desempenhar papel fundamental na formacao de
fibrilas amildides (WILQUET, et. al., 2004; EVANS , et.al., 2006; CHEN, et.al.,
2006).

1.2.2. Hip6tese da degeneracao do citoesqueleto neuronal

A observacdo dos emaranhados neurofibrilares intracelulares, bem como a
identificacdo de fragmentos hiperfosforilados da proteina tau como parte destas
estruturas, suportou a hipétese de que a sua formacgao pudesse estar envolvida na
patogénese da DA (Figura 8). De acordo com esta hipotese, as alteracbées do
citoesqueleto sdo os principais eventos que levam a neurodegeneracao na DA,
como a hiperfosforilacdo e agregacao da proteina tau relacionados a ativacao de
processos de morte celular (GAGGELLI, et.al., 2006).

O papel fisiolégico da proteina tau consiste em controlar a
montagem dos microtubulos neuronais proporcionando um elemento essencial

para a estabilizagdo do citoesqueleto neuronal. Este citoesqueleto € um sistema

10
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chave para manter a integridade estrutural e o transporte axonal. Na DA, a
hiperfosforilacdo da proteina tau promove a desorganizagédo dos microtubulos e a
formacdo dos emaranhados neurofibrilares, processo adicional ligado a morte
neuronal (ALZ, 2013).

=
",r"r‘.l  Proteina tau

Subunidades do

Microtubulos microttbulo

Desintegragdo de o
microtubulos f Emaranhados

* neurofibrilares

Neurénio doente

Desintegragdo de
microtubulos

Figura 8: A proteina tau, constituinte dos microtibulos neuronais e causando a sua
desestabilizacdo apdés a hiperfosforilagdo formando os emaranhados
neurofibrilares (HUBER, 2012).

1.2.3. Hipétese colinérgica
A acetilcolina € um neurotransmissor associado ao processo cognitivo,
incluindo memdéria e aprendizado, e foi observado que ha um déficit deste

neurotransmissor na DA. De acordo com a “hipotese colinérgica”, o inicio da DA

se daria pela disfungdo dos neurbnios colinérgicos presentes no cérebro,

11
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contribuindo para o declinio cognitivo observado nos pacientes com DA e na
deméncia senil ndo-Alzheimer (GAGGELLI, et.al., 2006).

1.3. Diagnéstico

O diagndstico provavel da DA é realizado principalmente através de testes
clinicos, enquanto que o diagndstico definitivo s6 pode ser realizado por meio de
exame histopatolégico do tecido cerebral, obtido por biépsia ou ap6s a morte por
necropsia (ALZHEIMERMED, 2013; BIBL, et.al., 2008).

Ao longo das ultimas décadas, ocorreu um grande avango no diagnostico
da DA. Atualmente, centros norte americanos especializados na doenca sao
capazes de fazer o diagndstico rotineiramente, com precisdo de 90%. Entretanto,
o0 desafio ainda é bastante grande nas tentativas de se conseguir fazer o
diagnostico precoce da doenga, ainda na sua fase assintomatica. Seguindo este
raciocinio, agentes terapéuticos capazes de modificar o estado de doenca serao
eficazes, provavelmente, nos estagios iniciais da DA. Portanto, alcangar o sucesso
no diagnostico precoce sera importante e dependera, em Ultima analise, de
encontrar biomarcadores adequados para a DA (CARRILLO, et.al,, 2009). Neste
sentido, muitas pesquisas em amostras bioldgicas como sangue e liquido
cefalorraquidiano, na tentativa de encontrar marcadores e alelos de risco da
doenca, vém sendo desenvolvidas. Além disso, o aperfeicoamento de
modalidades de imagem incluindo a imagem do peptideo AR com tomografia de
emissao de poésitron (TEP) e imagem por ressonancia magnética (IRM) também

sdo alvo de pesquisas (BIBL, et.al., 2008).
1.4. Tratamento
Ainda ndo existem no arsenal terapéutico, medicamentos efetivos contra a

DA, devido tanto a natureza multipatogénica da doenca, quanto ao fato de nao

haver ainda um método de diagnostico precoce. Os farmacos disponiveis no

12
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mercado que sao utilizados no tratamento desta patologia sdo apenas atenuantes

dos sintomas apresentados. Esta farmacoterapia pode ser dividida em:

o terapéutica especifica, que tem como objetivo reverter processos
fisiopatoldgicos que conduzem a morte neuronal e a deméncia;

e abordagem profilatica, que visa retardar o inicio da deméncia ou prevenir o
declinio cognitivo adicional, uma vez deflagrado o processo;

e tratamento sintomatico, que visa restaurar, ainda que parcial ou
provisoriamente, as capacidades cognitivas, as habilidades funcionais e o
comportamento dos pacientes portadores de deméncia;

e terapéutica complementar, que busca o tratamento das manifestagbes nao
cognitivas da deméncia, tais como depresséo, psicose, agitacdo psicomotora,
agressividade e disturbio do sono.

Apesar dos avangos no conhecimento da fisiopatologia da DA, a terapéutica
e o diagnéstico precoce permanecem um desafio.

Os efeitos dos farmacos hoje aprovados no tratamento da DA limitam-se ao
retardo na evolugcdo natural da doenca, permitindo apenas uma melhora
temporaria do estado funcional do paciente (FORLENZA, 2005).

Os inibidores da acetilcolinesterase (I-AChe), galantamina e donepezila,
sdo os principais farmacos hoje licenciados para o tratamento da DA. Seu uso
baseia-se no pressuposto déficit colinérgico que ocorre na doenca, conforme
discutido no item 1.2.3, e visa o aumento da disponibilidade sinaptica de
acetilcolina através da inibicdo de sua enzima hidrolitica. A acetilcolinesterase
apresenta também outro sitio importante para interagdo com ligantes. Este sitio é
conhecido como sitio periférico ou anidénico e tem sido apontado como um local
onde ocorre a organizagao das fibrilas, no processo de fibrilogénese, dando a esta
enzima uma caracteristica de chaperona. A donepezila é€ um inibidor duplo da
acetilcolinesterase, pois se liga aos sitios catalitico e anibnico, através de
interagcbes hidrofébicas e de ligacdo de hidrogénio com residuos de triptofano
(W86 e W 286) (KRYGER, et.al., 1999). Infelizmente, fatores farmacogenéticos

sdo0 responsaveis por uma resposta heterogénea aos I-AChe, sendo que alguns
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pacientes beneficiam-se muito, enquanto que para outros, a melhora observada é
muito discreta (TAYEDB, et.al., 2012).

QOutro farmaco usado no tratamento da DA é a Memantina, um antagonista
nao competitivo de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), que é um dos
receptores para o glutamato, principal neurotransmissor excitatorio cerebral.
Quando este neurotransmissor esta em excesso no cérebro, ha ativacao cronica
destes receptores que promovem extensivo influxo de calcio para o neurdnio.
Como consequéncia, ha um aumento na geragéo de espécies reativas de oxigénio
que levam a morte celular. Na doenca de Alzheimer, foi comprovado que ha
alteracbes nas concentragcbes deste neurotransmissor. Assim, a Memantina age
impedindo que o excesso de glutamato ative estes receptores (ALZHEIMERMED,
2013; ABBOTT, 2013; FORLENZA, 2005).

1.5. Estresse oxidativo e o papel dos metais na Doenga de Alzheimer

Acredita-se que o estresse oxidativo tenha papel importante na DA. O
mesmo é caracterizado por um desequilibrio entre a produgcao de radicais livres e
a habilidade da célula em se defender contra eles. Este desequilibrio na
homeostase de espécies pré-oxidantes e antioxidantes resulta na producdo de
varias espécies potencialmente toéxicas, que participam na iniciacdo e/ou
propagacao de reacgdes radicalares em cadeia (CONTESTABILE, 2001). No caso
particular de células sensiveis como o0s neurbnios, esta perda de controle dos
sistemas de defesa pode levar a morte celular (MINEUR, 2008).

O peptideo AB apresenta sitios de coordenagédo para Zn?* e Cu®*. Os dois
residuos de histidina (Hisg e Hisq4) localizados na parte N-terminal do peptideo
AB42 € um residuo de metionina (Metss) na regido C-terminal, tem sido apontado
como regides fundamentais para ligagédo com o ion metalico conforme ilustrado na
Figura 9. Os residuos de histidina mencionados ligam-se ao cobre, enquanto a
metionina parece estar envolvida com a reducdo do cobre e geracao de perdxido
de hidrogénio. O processo de formacéo de fibrilas AP in vivo é dependente da
interagdo destes metais com o peptideo (CONTESTABILE, 2001).
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(Hise, His1a) (Metss)
Figura 9: Peptideo AB,4; e seus sitios de interagdo com metais.

O cérebro é um o6rgao especializado que normalmente concentra cobre
(Cu?") e zinco (Zn**) no neocdrtex. O desequilibrio de fons metalicos no organismo
€ um co-fator bem conhecido em varias desordens neurodegenerativas. Os metais
s80 essenciais para a vida e tem papel central em muitas vias bioquimicas. O seu
desequilibrio, especialmente no caso de Cu®* e Zn?, tem atraido o interesse na
investigacdo da etiologia de uma variedade de condigbes neurodegenerativas e,
em particular, a patogénese da DA (ALZ, 2013). Dados recentes indicam que a
homeostase destes ions metalicos esta intimamente associada a DA, (ABBOTT,
2013) existindo relatos de que a deposicdo destes metais nos cérebros de
pacientes com DA, em concentragcbes de trés a cinco vezes maiores do que o
controle (ALZ, 2013; NATIONAL INSTITUTE OF AGING).

Uma das atuais estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos na
pesquisa para a DA visa interferir no acumulo de ions metalicos, principalmente
Cu?* e Zn?'. Para tanto, quelantes metalicos seriam compostos potenciais para
estas pesquisas. Dentre estes, podemos citar o clioquinol (Figura 10), protétipo de
um composto que concluiu a fase clinica Il para DA (PBT 2 — estrutura em sigilo),
(TAYEB, etal, 2012; ALZFORUM, 2012). Compostos da classe das
hidroxipiridinonas (Figura 10 — B), também tem sido importantes protétipos para o
desenvolvimento de potenciais farmacos para a DA baseados na estratégia de
complexacao de metais (GOTTSCHALDT, et.al., 2013).
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Figura 10: Estrutura do clioquinol (A) e hidroxipiridinonas (B)

1.6. As fluorquinolonas

As fluorquinolonas apresentam interagdes medicamentosas quando co-
administradas com antiacidos e farmacos contendo cations divalentes (magnésio e
calcio). Estes complexos formados ndo sdo absorvidos e contribuem para a
reducao da biodisponibilidade do farmaco. A semelhancga estrutural existente entre
o clioquinol, hidroxipiridinonas e as fluorquinolonas motivou pesquisadores a
estudarem essa classe como potencial agente inibidor da agregacao do peptideo
B-amildide (HUBER, 2012).

As fluorquinolonas compreendem uma série de agentes antimicrobianos
sintéticos modelados a partir do acido nalidixico (Figura 11), uma quinolona com
interessante atividade antibacteriana, que foi sintetizada e patenteada em 1962
por Lescher e colaboradores (LESCHER, et.al., 1962).

Figura 11: Estrutura do acido nalidixico
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Estas fluorquinolonas sdo resultados de estudos de relagdo estrutura
atividade para o desenvolvimento de compostos com maior poténcia, espectro de
atividade estendido e propriedades de absorcao e distribuicdo melhoradas. Tais
caracteristicas culminaram com o desenvolvimento de novos membros da classe
no tratamento de uma variedade de infecgbes sistémicas graves (WILSON, et.al,,
2004). A introducdo de um atomo de flior em posicdo C-6 e um grupo piperazila
em posicao C-7 conferiu um amplo e potente espectro de atividade antibacteriana.

Apods a importante descoberta do norfloxacino, inimeras fluorquinolonas
foram sintetizadas e avaliadas, merecendo destaque o levofloxacino (Figura 12),
que possui um amplo espectro de atividade contra varios microrganismos
patogénicos, em seres humanos e animais, resistentes a outros antibiéticos. Essa
eficacia esta diretamente ligada ao seu mecanismo de agao, baseado na inibigéo
da DNA girase bacteriana, uma enzima essencial para a replicacao, transcri¢cao e
reparacao do DNA bacteriano (CONTESTABILE, 2001).

F

fNI/J O\J\

Figura 12: Estrutura do Levofloxacino.

O levofloxacino ¢ um dos membros das fluoroquinolonas mais comumente
usados, sendo o isdbmero ativo o S-isdbmero isolado do ofloxacino racémico. Essa
classe de compostos tem atualmente destacada importancia no combate a
diferentes tipos de bactérias (SOUZA, 2005).

As fluoroquinolonas possuem em sua estrutura heteroatomos (O, N) que
possuem elétrons ndo ligantes que complexam com metais (HUBER, 2012). A
estrutura dos complexos formados consiste na ligagao do atomo metalico central a

duas moléculas do ligante (fluoroquinolona), através do oxigénio da carbonila (4-
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0x0) e do grupo carboxila (3-carboxi), conforme representado na Figura 13 para o

|levofloxacino.

Figura 13: Levofloxacino complexado com cation divalente

A quelagao de metais € uma estratégia promissora para o desenvolvimento
de farmacos para o tratamento da DA, que vem sendo fortalecida pela
constatacdo da participagdo de metais no processo de formacado de fibrilas
amiléides e no estresse oxidativo, além das concentracbes elevadas de Zn* e
Cu*, em regides do Sistema Nervoso Central, associadas a DA (HUBER, 2012).

No entanto, uma grande limitagdo dessa estratégia € conseguir que o
farmaco sozinho seja capaz de atingir o Sistema Nervoso Central (SNC), visto
que, em nosso organismo temos um sistema de defesa que é a presenca da
Barreira Hemato-Encefalica (BHE) (SAKAMOTO, et.al., 1993).

A BHE consiste em uma barreira celular, uma interface complexa e
dindmica, entre a circulagdo sistémica e o Sistema Nervoso Central, responsavel
pela homeostase ibnica do microambiente do Sistema Nervoso Central (SNC) com
0 objetivo de protecdo contra compostos toxicos, farmacos e patdgenos
(SAKAMOTO, et.al, 1993). E uma estrutura complexa constituida por células

endoteliais intimamente interconectadas entre si, envoltas por perocitos e
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prolongamentos de um tipo de célula da glia, os astrécitos (WILSON, et.al., 2004;
SOUZA, 2005).

Estudos apontam que para conseguir permear essa barreira, o tamanho da
particula deve estar abaixo de 400 nm (MIRAHMADI, et.al., 2010; VU, et.al.,
2013), tendo uma maior probabilidade se estiver em torno de 100 nm.

De forma a tentar suprir essa dificuldade, pesquisadores tém estudado
formas de carrear através de transportadores, farmacos para diversas doencas

relacionadas ao SNC, dentre elas, a DA.

1.7. Pré-farmacos (sistemas especiais de liberagao)

1.7.1. Geral

Como relatado anteriormente, uma droga terapeuticamente promissora
pode ter sua utilizagc&o limitada na pratica clinica devido a problemas como baixa
permeabilidade, pouca solubilidade, problemas com sua metabolizagéo,
estabilidade, seguranga farmacéutica, pouca biodisponibilidade, inespecificidade,
absorcdo incompleta ou outros efeitos adversos. Ha uma grande énfase na
pesquisa para descobrir métodos e transportadores que visam melhorar uma
eficacia terapéutica, minimizando ou eliminando essas propriedades indesejaveis
(BHOSLE, et.al., 2006; KERNS, et.al., 2008).

1.7.2. Critérios ideais para transportadores

Para que um transportador seja realmente eficaz, ele necessita apresentar
algumas caracteristicas basicas. Um transportador ideal ndo deve apresentar
toxicidade intrinseca, nao deve ser imunogénico e antigénico, ndo deve se
acumular no organismo, possuir um numero adequado de grupos funcionais para
a ligacdo do farmaco, ser estavel a manipulagdo quimica, ser de facil
caracterizacdo além de mascarar a atividade do ativo ligado até liberagdo do

mesmo no local desejado da acdo. Na abordagem pro-farmaco mduatuo, o
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transportador deve apresentar alguma atividade biolégica prépria, apresentando
em sua estrutura subunidades farmacoféricas (WILSON, et.al., 2004).

Dentre esses transportadores ideais, podemos citar microparticulas,
nanoemulsdes, chips, lipossomas convencionais, lipossomas peguilados, dentre
outros (GAUMET, 2008).

1.8. Lipossomas

Os lipossomas apresentam caracteristicas compativeis com as de um
transportador ideal, e ha algum tempo vem sendo objeto de estudos para veicular
substancias com caracteristicas hidrofilica ou lipofilicas, devido a caracteristica
anfétera que o lipossoma apresenta (SANTOS, 2002). Diversos pesquisadores,
estudam o lipossoma como um carreador para entrega de quimioterapicos,
vacinas de antigenos, radiofarmacos para diagndstico por imagem, medicamentos
a base de acidos nucleicos para terapia genética e muitas outras aplicagdes
(BEHERA, et.al., 2011).

1.8.1. Caracteristicas dos lipossomas

Lipossomas s&o vesiculas esféricas constituidas de uma ou varias
bicamadas concéntricas de lipidios que isolam um ou varios compartimentos
aquosos internos do meio externo (Figura 14). Sdo de natureza anfétera, pois sdo
constituidos por uma fase externa contendo um sistema de membranas
fosfolipidicas e uma fase interna constituida por um meio aquoso. E possivel
encapsular uma grande variedade de moléculas dentro desses espacos
(CABECA, 2009).

Apresentam baixa toxicidade, s&o biodegradaveis e capazes de proteger os
compostos encapsulados da diluicdo e degradagcdo, de forma que, quando
alcangcam os tecidos alvos podem liberar doses concentradas do medicamento,
aumentando a eficacia do tratamento (MACHADO, et.al., 2007). Os lipossomas

modificam as propriedades farmacocinéticas, o tempo de transito na circulagido
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sanguinea e 0 metabolismo da droga encapsulada (SAKAMOTO, et.al., 1993). A
liberagdo controlada de drogas encapsuladas em lipossomas apresenta menores
efeitos colaterais, logo menor toxicidade (KERNS, et.al., 2008).

Os lipossomas, classicamente, sao preparados a partir do
glicerofosfolipideo e fosfatidilcolina (BARENHOLZ, et.al., 2011). De uma forma
mais geral, podem ser obtidos a partir de qualquer substancia anfifilica formadora
de fase lamelar (BHOSLE, et.al.,, 2006). Sdo sistemas versateis, que podem ser
classificados quanto ao tamanho, lamelaridade, superficie, composicao lipidica,
volume e composicado do meio aquoso interno, conforme as necessidades
farmacoldgicas (CHIN, et.al., 1999).

e — —» Cabeca Polar
—.—» Calda Apolar

Lipossoma Fosfolipideo

Figura 14: Estrutura lipossomal. Adapatdo de Medicina Geriatrica.

1.8.2. Classificagao dos lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com: sua morfologia,
tamanho e composicao.

Morfologicamente, as vesiculas lipossomais podem ser classificadas como
vesiculas unilamelares pequenas, unilamelares grandes ou multilamelares. Em
relagdo ao tamanho as vesiculas podem ser classificadas como pequenas ou
grandes, dependendo de seu didmetro. As primeiras tem didmetro na faixa de 20-

40 nm, e as vesiculas grandes, de 50 a 200 nm. Estas ultimas sdo as mais
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empregadas no encapsulamento de farmacos, por serem mais estaveis
(SAKAMOTO, et.al., 1993).

Em relacdo a composicdo, lipossomas podem ser constituidos por um, ou
mais fosfolipideos, geralmente combinado(s) ao colesterol. Quimicamente, as
diferencas entre estes tipos de lipossomas dependem do(s) tipo de fosfolipideo(s)
que entra(m) em sua composi¢cao. As variagdes quimicas podem ser na por¢ao
polar, por exemplo, fosfatidilcolina, ou ainda na cadeia carbdnica, que pode ser
saturada ou insaturada em posigoes diferentes da cadeia (WANG, et.al., 2005).

A combinacéo entre a escolha dos componentes das vesiculas lipossomais,
bem como suas quantidades relativas nessas vesiculas, e a metodologia
empregada em sua preparagao sao fatores extremamente importantes para a
obtencdo de formulagdes com caracteristicas desejadas para a entrega de
farmacos em tecidos especificos. A combinacdo de componentes em proporgcdes
especificas impacta nas caracteristicas das vesiculas lipossomais, tais como sua
carga superficial, tamanho, lamelaridade e capacidade de encapsulacdo do
farmaco de interesse. Estas caracteristicas da particula lipossomal vao impactar
sua estabilidade quimica e fisica, € seu comportamento in vivo e in vitro
(BEHERA, et.al., 2011).

1.8.3. Preparagao dos Lipossomas

Os lipossomas podem ser preparados através de diversos processos:
agitacdo, sonicacdo, extrusao, liofilizagdo, congelamento e descongelamento,
evaporacdo em fase reversa, entre outros. Dependendo do modo de preparo,
muitas formas vesiculares lipidicas podem ser obtidas, com didmetros variando
entre 400 e 3500 nm (SULKOWSKI, et.al., 2006).

Os lipossomas de preparagdo mais imediata sdo as vesiculas
multilamelares, constituidas por varias bicamadas lipidicas. A partir destas, sao
obtidas as demais espécies: vesiculas unilamelares pequenas e vesiculas
unilamelares grandes (BHOSLE, et.al., 2006).
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Inicialmente, os componentes lipidicos sao dissolvidos em um solvente
adequado (cloroférmio, por exemplo) isento de toxidade residual. Apds remocéao
do solvente, a baixa temperatura e pressao reduzida, obtém-se um filme lipidico
bem fino. Este é entdo hidratado com uma solucido tampé&o, em temperatura acima
da temperatura de transicdo de fase, de modo que ocorra a fusdo do lipidio
(ZHANG, et.al., 2011). Na sequéncia, a solugdo é submetida a varios ciclos de
agitacao/ aquecimento, obtendo-se ao final dessa etapa uma suspenséo de
vesiculas multilamelares (MLV). Para obter outros tipos de lipossomas como os
lipossomas de vesiculas pequenas (SUV), utiliza-se o processo de sonicagéo; os
lipossomas de vesiculas grandes (LUV) podem ser obtidos através do processo de
extrusdo ou com homogeneizadores de alta pressdo, enquanto MVL é obtido
através de congelamento e liofilizagdo. Em todas as situagbes sdo realizadas
operagdes complementares de modo a garantir homogeneidade e pureza as
preparacdes. Cuidados especiais que assegurem apirogenicidade, isotonicidade,

atoxicidade e estabilidade do lipossoma sao imprescindiveis (CABECA, 2009).

1.8.4. Farmacocinética

A farmacocinética de lipossomas constituidos de fosfolipidios naturais e
colesterol é caracterizada por alta velocidade de depuragdo do plasma. Essas
vesiculas sado rapidamente removidas da circulagao por macréfagos do sistema
reticulo endotelial, principalmente do figado, baco e medula éssea (BEHERA,
etal., 2011).

Apbs administragao, por via oral ou intravenosa, o lipossoma esta sujeito a
varias interagdes com os componentes dos fluidos biolégicos, o que pode alterar a
permeabilidade de sua membrana e a velocidade de liberacdo da substancia
encapsulada (WANG, et.al., 2005).

Os lipossomas podem interagir com a superficie da célula por duas formas
principalmente, por adsorcédo e endositose. Os lipossomas podem ser adsorvidos
diretamente a uma superficie celular ou através de interagdes especificas,
mediante um receptor (SULKOWSKI, et.al., 2006).
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Quando administrado por via oral, o lipossoma é afetado pelos sais biliares
que se incorporam em sua membrana, induzindo mudancga da fase lamelar para
micelar, gerando uma série de desestabilizacées (WANG, et.al., 2005).

Ja por via intravenosa, os lipossomas interagem com dois grupos de
proteinas: as lipoproteinas plasmaticas de alta densidade (HDL) e as opsoninas.
Com as primeiras podem ocorrer transferéncias de lipidios dos lipossomas para as
lipoproteinas, além da passagem de apoproteinas, componentes da HDL, para a
membrana lipossomal. Essas interacdes sao diminuidas ou inibidas quando pelo
menos 30% do total dos lipidios do lipossoma forem constituidos de colesterol
(MONKKONEN, et.al., 1994). Por outro lado, as opsoninas aderem a membrana
lipossomal, fazendo com que o lipossoma seja fagocitado mais rapidamente
diminuindo assim sua permanéncia na circulagdo. Nesse sentido, o tempo de meia
vida do lipossoma pode ser consideravelmente prolongado na circulagao pela
incorporacdo dentro da sua bicamada fosfolipidica, de gangliosidios ou
polietilenoglicol (PEG) (ZHANG, 2005).

A liberag&o do principio ativo contido no lipossoma dependera de células
endocitarias, que capturam o lipossoma principalmente em érgaos como o figado,
0 bago e a medula dssea. Apds a fagocitose o principio ativo € liberado através
dos fagolisossomas, podendo se difundir no citossol ou ser excretado para o meio
extracelular. A velocidade de liberagao do principio ativo a partir do lipossoma é

influenciada pelo tamanho e composicéo do lipossoma (ZHANG, et.al., 2009).

1.8.5. Utilizacao do lipossoma

Apesar das limitagdes praticas da utilizacdo de lipossomas como sistemas
transportadores de farmacos, a utilizacdo de vesiculas lipidicas continua a ter
grandes vantagens relativamente a outras familias de transportadores, tendo
como uma de suas principais vantagens a facilidade de incorporagdo de um
farmaco, independentemente da sua carga ou massa molecular. Além disso, os
sistemas de vesiculas lipidicas encontram-se caracterizados em termos de

estrutura, estabilidade fisico-quimica, toxicidade, imunogenicidade e formas de
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administracéo in vivo (intravenosa, intramuscular, subcutdnea, dérmica, ocular,
pulmonar, nasal ou oral), dispondo-se de um vasto leque de possibilidades na
escolha do sistema mais adequado para cada fim (SAKAMOTO, et.al., 1993).

Atualmente, ja sao disponiveis diversas formulagbes farmacoldgicas
comerciais utilizando lipossomas como carreadores, como por exemplo, no
tratamento de céancer a Doxorrubicina lipossomal (GUO, et.al., 2011) e para
tratamentos de infecgdes fungicas sistémicas em pacientes imunodeprimidos a
utilizacao de Anfotericina B lipossomal (KERNS, et.al., 2008).

Na fabricacao de vacinas os lipossomas sao aplicados como veiculos de
liberacdo de antigenos como adjuvante imunolégico, apresentando vantagens
como a facil preparacdo, baixa toxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, assim como a liberagdo lenta de antigenos encapsulados.
Também pode ser encontrado na terapia de doencas infecciosas e parasitarias.
Pesquisas realizadas em camundongos exibiram liberagdo controlada dos
farmacos encapsulados em lipossomas para doengas como tuberculose e
leishmaniose (ZHANG, et.al., 2011).

Outra aplicagdo das vesiculas lipossomais € no encapsulamento de
anestésicos locais (ALs), aumentando o tempo de meia-vida dos anestésicos in
vivo, prolongando o efeito da anestesia e diminuindo os efeitos colaterais (CHIN,
etal., 1999). Estudos mostram também, que levofloxacino encapsulado em
lipossomas, € um promissor farmaco para tratar infecgdes pulmonares, por
conseguir entregar o farmaco de forma mais efetiva e com reducédo dos efeitos
adversos (ZHANG, et.al., 2009).

Além disso, existem estudos avangados sobre a utilizagdo de lipossomas
como vetores para a entrega de novas moléculas alvo para fins de diagndstico e
terapéutica para a Doenca de Alzheimer (VU, etal, 2013), e isto pode ser
explicado através de uma maior probabilidade que os lipossomas possuem de
permear a BHE, através de sua constituicdo e tamanho e a elevada afinidade dos
lipossomas a formas agregadas de B-amildide (GOBBI, et.al., 2010; VU HUONG,
et.al., 2013)
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2. JUSTIFICATIVAS
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Com o numero crescente do nimero de casos da Doenca de Alzhemeir e
da limitacdo do arsenal terapéutico, é urgente a necessidade de uma
farmacoterapia efetiva que ajude no controle de seu desenvolvimento e sintomas.
Considerando as principais caracteristicas fisiopatolégicas da doenca de
Alzheimer, com destaque para a formacéo e acumulo de fibrilas de peptideo B-
amiléide, processo este dependente de metais, principalmente cobre e zinco, a
terapia baseada no uso de agentes complexantes de metais tem sido uma das
mais promissoras (TAYEB, et.al., 2012; ALZFORUM, 2012).

Como ja apresentado, o levofloxacino € um agente quelante de metais
(TAYEB, et.al., 2012; GOTTSCHALDT, et.al., 2013) que apresenta propriedades
inibidoras da agregacao do peptideo B-amildide (HUBER, 2012).

Atualmente, tem-se estudado muito a respeito do reposicionamento de
farmacos (ASHBURN, et.al., 2004), ou seja, uma aplicagao terapéutica diferente
da original, e um dos motivos seria ter o conhecimento prévio da farmacocinética
do farmaco. Alguns exemplos de medicamentos atualmente comercializados e que
sofreram estudos de segundo uso sao: sildenafil, inicialmente utilizado para angina
e atualmente amplamente empregado para tratar a disfungdo erétil; minoxidil,
inicialmente utilizado como agente anti-hipertensivo e atualmente utilizado para
queda de cabelo; sibutramina, farmaco anti-depressivo, atualmente utilizado para
perda de peso.

Dentro ainda do conceito de reposicionamento de farmacos com énfase em
DA, estudos com iododoxorrubicina, (TAGLIAVINI, et.al., 1997) um antibiético do
grupo das antraciclinas com atividade antitumoral, vem sendo realizados com
relagdo a atividade inibidora da agregagéo do peptideo B-amildide. Embora os
resultados tenham sido muito promissores, in vitro e in vivo, a dificuldade da
antraciclina em atravessar a BHE se mostrou um empecilho para que os estudos
pudessem ser continuados visando a sua aplicagdo como farmaco anti-Alzheimer.
A tetraciclina também foi avaliada e apresentou atividade inibidora da
fibrilogénese, tendo como vantagem a sua habilidade em atravessar a barreira
hemato-encefalica (FORLONI, et.al., 2001).
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Dentre os outros farmacos estudados como potenciais agentes anti-
Alzheimer, o levofloxacino se mostrou um dos mais promissores, mas uma
estratégia para permitir a sua passagem pela barreira hemato-encefalica deveria
ser desenvolvida.

Frente aos resultados obtidos em nosso laboratério com relagdo a
capacidade do levofloxacino em complexar cobre e zinco, e de inibir a agregacao
do peptideo B-amildide, decidimos desenvolver uma formulagdo que pudesse
permitir a entrega de levofloxacino para o Sistema Nervoso Central, uma vez que,
de acordo com a literatura, este farmaco ndo atravessa a barreira hemato-
encefalica. Neste estudo, a nossa abordagem ¢€é o encapsulamento de

levofloxacino em lipossomas.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivos gerais

Com base no que foi exposto sobre a correlacao entre DA, acumulo de ions
metalicos, formacao de fibrilas do peptideo B-amildide e dificuldade de farmacos
em atravessar a barreira hemato-encefdlica, este projeto tem por objetivo
encapsular o levofloxacino, um potencial agente redutor na formacao de fibrilas,
em lipossomas de forma a possibilitar a sua passagem pela BHE e acesso ao
SNC.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Desenvolvimento e otimizagdo das condicbes de preparacao de lipossomas
contendo Levofloxacino encapsulado;

3.2.2. Monitoramento da estabilidade dos lipossomas frente ao seu tamanho;
3.2.3. Quantificagao do Levofloxacino total e livre;

3.2.4. Estudo da passagem da formulagao lipossomal por um modelo de barreira

que mimetiza in vitro a BHE.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
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4.1. Reagentes

Os reagentes e solventes P.A. foram adquiridos da Sigma Aldrich sem
purificacdo ou tratamento adicional. Acetonitrila e Metanol grau HPLC, foram
adquiridos da Tédia e Merck, respectivamente. A Fosfatidilcolina de ovo adquirida
da Phospholipid. O Levofloxacino foi adquirido da Hetero Drugs Limite e a Azida
de sodio da Across Organics. A coluna OASIS HLB, para retirada do levofloxacino

nao encapsulado foi adquirida da Merck.
4.2. Caracterizacao fisico-quimica do Levofloxacino

As técnicas relacionadas abaixo foram utilizadas para caracterizar o

levofloxacino a fim de possibilitar comparagcao apds o seu encapsulamento.

o Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono, utilizando
DMSO-dg como solvente.
Os espectros de RMN de 'H e de "*C foram adquiridos em aparelhos Inova
500 operando a 500 e a 125 MHz, para 'H e de '*C, respectivamente;
BRUKER 250 operando a 250 MHz para 'H e a 62,5 MHz para °C. Os
deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm, tendo padrado
interno tetrametilsilano, cloroférmio, acido trifluoroacético, metanol ou
dimetilsulféxido deuterados.

o Espectroscopia de infravermelho no intervalo 4000 — 400 cm™, utilizando
pastilhas de KBr .
Os espectros no infravermelho (V) foram registrados em equipamento
PerkinElmer e as amostras preparadas em pastilha de KBr seco ou em
filme, foram analisadas no intervalo 4000-400 cm™.

o Espectrometria de Massas por infusdo direta, utilizando como solvente
Metanol: Agua (1:1). Os espectros de massa foram obtidos em um
espectrometro Quadrupolo UPLC-Waters infusdo direta com fonte

Electrospray (ESI).
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Todas as analises foram realizadas no Instituto de Quimica da UNICAMP.

4.3. Ensaio de citotoxicidade in vitro de Levofloxacino

O ensaio de citotoxicidade é o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer composto de acordo com a International Standard
Organization (ISO 10993). Em ensaios de citotoxicidade, a substancia teste é
colocada em contato com culturas de células verificando as altera¢des celulares
por diferentes mecanismos (GOBBI, et.al., 2010).

Esse ensaio visa garantir que a formulacdo nao apresenta citotoxicidade
para a linhagem NG97 (glioblastoma), de forma a permitir entdo, a realizagdo do
teste da passagem da formulagéo lipossomal por um modelo de barreira que
mimetiza a BHE.

A linhagem NG97 foi mantida em meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino a 37 T com 5% de CO,. O meio foi trocado a cada 48 h, até
as células adquirirem confluéncia. Apds a contagem, as células foram diluidas até
a sua densidade de inoculagao e transferidas para uma microplaca contendo 96
orificios, em um volume fixo de 100 uymol/L por orificio. A densidade de inoculagao
das células foi 1 x 10° cels/mL. Esta concentracdo inicial de células foi
determinada a partir de curvas de crescimento, assegurando-se que elas estariam
em crescimento logaritmico ao longo do experimento. A microplaca contendo as
células foi pré-incubada a 37 € por 72 h com 5% de CO, para permitir
estabilizacdo, (ROGERO, 2003) antes da adicdo do composto-teste. O composto
foi entdo solubilizado em DMSO, nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,12
pMg/mL, e adicionado ao meio. Apdés 3h de incubagdo no meio livre de soro
contendo 50 pg/mL de vermelho neutro, as células foram lavadas rapidamente
com PBS e em seguida, 0,1 mL de uma solugéo de etanol/acido acético (50% vv)
e etanol para retirar o corante. Apés agitagao por 10 min, a absorbancia foi lida em
540 nm. Estes ensaios foram realizados no Laboratério do Prof. Dr. Marcelo
Lancellotti (IB/JUNICAMP).
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4.4. Preparacgao das formulagoes lipossomais
4.4.1. Geral

Na Figura 15, apresentamos um fluxograma do processo de preparacdo da

formulagao lipossomal.

Etapa A
Solubilizagao dos constituintes

do filme lipidico em solvente

]

Etapa B

Remoc¢ao do solvente

|

Etapa C
Formacao dos lipossomas

com incorporagao do ativo

Etapa D
Redugao do tamanho da

vesicula lipossomal

Etapa E

Retirada do ativo livre

Figura 15: Fluxograma da preparacdo da formulagdo lipossomal contendo

levofloxacino encapsulado
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Todas as formulagdes lipossomais mencionadas neste trabalho foram
obtidas por hidratacdo do filme lipidico seco, técnica amplamente empregada para
encapsular farmacos em lipossomas (PERKINS, 2000; HASHIZAKI, 2003).

4.4.2. Desenvolvimento da metodologia de preparagao das formulagées

lipossomais

4.4.2.1. Preparacdo da dispersao lipidica (Etapas A e B)

Esta etapa, que origina o filme lipidico seco mediante evaporagao do
solvente, € o primeiro passo para preparar os lipossomas. Nela, um fator muito
importante é a solubilizagcao total do fosfolipidio e do colesterol (ZHANG, et.al.,
2011) sendo que diferentes propor¢des dos constituintes foram testados, conforme
Tabela 1.

Tabela 1: Estudo da proporg¢ao dos constituintes da formulagao

Colesterol
Levofloxacino
Fosfatidilcolina de ovo (% em massa em
(% em massa em relacao
(% em massa) relacao a massa de
a massa de lipideos)
lipideo)
87,50 12,50 12,50
66,60 33,3 50,00
66,60 33,3 100,00

Durante a otimizagao desta etapa, todas as trés proporcdes detalhadas nos
resultados e discussoes, foram estudadas através da dispersido de fosfatidilcolina
de ovo e do colesterol em cloroférmio. Para esta etapa, a formulagao
Fosfatidilcolina: Colesterol: Levofloxacino (66,6:33,3:100) foi a que se mostrou
com melhor desempenho com relacdo: a ndo formagdo de bolhas no filme,

resisténcia do lipossoma (mediante a verificagdo no momento da centrifugagao
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realizada na Etapa E) e porcentagem de encapsulamento, avaliada via
quantificagao por HPLC.

Apos total solubilizagdo, foi realizada a retirada do solvente a presséo
reduzida. O baldo contendo o filme lipidico foi colocado em bomba de vacuo, para

remoc¢ao de solvente residual (Etapa B).

4.4.2.2. Etapa C - Hidratacdao do filme lipidico e incorporagdao do

levofloxacino

Para a formagao das vesiculas, os filmes lipidicos secos foram hidratados
em tampéo fosfato 10 mmol/L pH 7, sob agitacdo magnética sendo a temperatura,
controlada por banho de silicone.

Nessa etapa, trés propor¢cdes do Levofloxacino em relagdo a massa de
lipossoma foram estudadas: 12,5; 50 e 100 % (ZHANG, et.al., 2009). O tempo
estudado para a hidratacdo variou de 1 a 2 horas, ja para a temperatura de
hidratagao, foi determinado uma faixa estreita de 50 a 65 °C (WANG, et.al., 2005;
ZHANG, et.al., 2011). Todos os paradmetros estudados estdo descritos na Tabela
4,

4.4.2.3. Etapa D - Uniformizagao do tamanho dos lipossomas

No momento da hidratacdo do filme lipidico sdo formados lipossomas
multilamelares (SULKOWSKI, et.al., 2006), os quais apresentam didmetro grande,
e para que se consigam lipossomas de tamanhos menores, uniformes e se

mantenham estaveis, trés diferentes métodos foram testados, sendo eles:

e Extrusdo, Mini extrusora, Avanti Polar Lipis, equipada com duas seringas
de Hamilton de 1 mL e 2 filtros de policarbonato com poro de didmetro de
400nm. Um volume de 1 mL da amostra a 50 °C foi submetida a 19 ciclos
de extrusdo manualmente (BERGER, 2001).
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Extrusao a vdcuo, para tal procedimento, faz-se necessario o uso de uma
bomba de vacuo (Vaccubraand ME2) acoplada a um kitassato, pelo qual
esta conectado o suporte contendo uma membrana de policarbonato de
poro de 100 nm. Um volume de 50 mL de amostra a 50 °C foi submetidaa 3
ciclos de extrusdo (CHAPMAN, et.al., 1990).

Pressdo através do equipamento PANDA — Gea Niro Soavi, para este
estudo, a cada teste de pressao, na faixa de 400 a 1000 bar (BACHMANN,
1993), 50 mL da formulagdo sofreu recirculagdo de 5 a 7 minutos,

dependendo da etapa em que se estava estudando (RODRIGUEZ, 2001).

4.4.2 4. Etapa E - Retirada do levofloxacino nao encapsulado

Esta etapa consiste na remogéo do Levofloxacino que nao foi encapsulado.

Para otimizacéo deste processo, dois métodos foram utilizados:

Centrifugagcdo: para essa etapa, foram realizados diversos estudos
abrangendo velocidades de rotagdo 14000 — 5000 rpm e tempo de 10-60
minutos (ZHANG, et.al., 2011). Para esses testes, utilizamos a Centrifuga —
Microfuge 16, Beckman Couter. Em cada teste, para a lavagem inicial, uma
aliguota de 1 mL da formulagdo lipossomal sofreu o processo de
centrifugagdo a uma rotacéo e tempo pré-determinados. Apds a primeira
centrifugacao, retirou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado com
tampao fosfato 10 mmol/L, pH 7, ao qual o levofloxacino apresenta certa
solubilidade. Novamente a amostra foi submetida a um novo processo de
centrifugacdo nos mesmos parametros anteriores (SULKOWSKI, et.al.,
2006; ZHANG, et.al., 2011). Foram feitas tantas lavagens quanto possiveis

antes do rompimento dos lipossomas, repetindo as etapas descritas acima.

Separagcdo através de Coluna de Extracdo em Fase Sélida: Neste
processo, se fez necessario primeiramente molhar a coluna com Metanol e

apos, acrescentou-se 5mL de tampao fosfato 10 mM, pH 7 de forma a
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ambientalizar a coluna. Para a retirada do ativo que nao foi encapsulado,
adicionou-se a parte superior da coluna, 2 mL da formulagéo lipossomal,
eluindo a mesma com 10 mL de tampao fosfato 10 mM, pH 7
(SULKOWSKI, et.al., 2006; ZHANG, et.al., 2011). No final da coluna a
primeira aliquota recolhida, refere a uma formulacéo lipossomal isenta de
ativo livre. Apds para remover o levofloxacino que ficou interagido com o
recheio de Divinilbenzeno com propileno, acrescentou a parte superior da
coluna, 10 mL de Metanol, conhecendo a solubilidade do Levofloxacino em
Metanol, recolhendo assim como segunda aliquota, o levofloxacino que se

encontrava livre na formulagao.

Ao término de cada ciclo de centrifugagdo ou eluigdo da amostra pela
coluna, a amostra do sobrenadante ou aliquota, respectivamente, depositou-se em
placa cromatografica, e apds, visualizada em luz UV 365 nm, para isso se fez uso
de UV-Vis HP 8453, de forma a verificar qualitativamente, a presenca de

levofloxacino.

4.4.3. Metodologia final de preparacao das formulagoes lipossomais

1. Em baldo de fundo redondo de 100 mL, em 50 mL de solvente cloroférmio,
promoveu-se a dissolugao da fosfatidilcolina de ovo e do colesterol;

2. Evaporou-se 0 solvente, em rotaevaporador (280 rpm) por 2 horas a 39 °C
(temperatura controlada por banho de aquecimento);

3. Removeu-se possivel residuo de solvente do filme lipidico seco, obtido em 2,
em linha de vacuo, por aproximadamente 1 hora;

4. Hidratou-se o filme lipidico por adi¢do de 50 mL de solugédo do Levofloxacino
em tampéo fosfato, 10 mM, pH 7, sob agitacdo magnética rapida, durante 60 min.
a 60 °C. (temperatura controlada por banho de silicone);

5. Promoveu-se a reducado do tamanho da vesicula através da homogeneizacao
por alta pressao da suspensao de lipossomas multilamelares obtidos em 4 por 25

ciclos a presséao de 700 bar;
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6. Separaram-se aliquotas com 5 mL da suspensao lipossomal obtidas em 5 para
posterior retirada do ativo livre;

7. A coluna de extragdo em fase sdlida foi molhada com metanol e posteriormente
ambientalizou-a com 5mL de tampao fosfato 10 mM, pH 7;

8. Aliquotas de 2 mL da suspensao lipossomal, reservadas em 6, foram passadas
pela coluna de separacao de solidos, eluindo-se com 10 mL de tampao, para
obtencao de formulagao isenta de ativo livre;

9. Armazenou-se a formulagdo lipossomal em frasco de vidro ambar, sob
temperatura controlada de 4 °C;

10. Para remover o Levofloxacino livre que ficou retido na coluna, acrescentou-se
10 mL de Metanol a coluna;

11. Separaram-se aliquotas do eluente para elaboracdo de placa e posterior
realizacao de leitura em luz UV — 365 nm para observar a presenca de ativo no
sobrenadante;

12. Filtrou-se a solugao de ativo livre em metanol com auxilio de filtro de 0,45 um.

Observacgo: No caso de lipossomas vazios (sem Levofloxacino), a metodologia
empregada foi exatamente a mesma, exceto pela etapa descrita em 4, onde nao

foi acrescido o ativo ao tampao fosfato 10 mmol/L, pH 7.
4.5. Caracterizagao fisico-quimica da formulagao lipossomal
4.5.1. Medidas de tamanho de vesicula lipossomal

O diametro da vesicula lipossomal, influéncia tanto a biodistribuicdo quanto
a eliminagdo das vesiculas apds administracdo de formulagbes (MIRAHMADI,
et.al., 2010).

Para esse estudo foram utilizados ao longo do desenvolvimento do projeto

trés tipos de equipamentos:
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ZetaSizer Nano, Malvern Instruments, que utiliza como base o
espalhamento de luz (espectroscopia de correlagao por fétons), tendo como
modelo a vesicula sendo considerada esférica.

As medidas foram feitas para amostras de lipossomas diluidas em solugao
1 mmol/L de KCI, empregando os seguintes parametros: dispersante: agua;
indice de refragcdo dispersante: 1.330; temperatura 25 °C; tempo de
equilibrio: 1 min.; numero de varreduras por amostra: 12 a 14 (HANUS,
etal., 1999).

Nanophox, SympaTEC, que utiliza como técnica a Espectroscopia por
Cross Correlation em tridimensional, tendo feixes de luzes conjugados, com
medidas simultidneas de tamanho a vesicula e estabilidade de suspensoes.
As medidas foram feitas com amostras diluidas em agua deionizada (1 gota
de amostra em 3 mL de agua), empregando como parametros: temperatura
de 25 °C; tempo de equilibrio: 1 min.; nimero de corridas por amostra: 5
(HANUS, et.al., 1999).

Analisador de distribuicao de tamanho de particulas, Beckman Coulter
LS 13320, o qual utiliza analisador de difracao a laser. A amostra é diluida

em agua e tempo de equilibrio de 1 minuto (HANUS, et.al., 1999).

Estes ensaios de tamanho de particula foram realizados no Instituto Vita Nova,

Instituto de Pesquisas localizado em Hortolandia, SP/Brasil.

4.5.2. Potencial Zeta

Estas medidas foram feitas em equipamento ZetaSizer Nano, Malvern

Instruments. As amostras de lipossomas estudadas, foram diluidas em solugao 1
mmol/L de KCI, empregando os seguintes parametros: dispersante: agua; indice
de refracdo dispersante: 1.330; temperatura 25 °C; tempo de equilibrio: 1 min,;
numero de varreduras por amostra: 12 a 14 (SKOOG, 2002). Estes ensaios foram
realizados no Instituto de Quimica/UNICAMP.
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4.5.3. Analise por Microscopia de Transmissao

Essa analise tem por objetivo determinar a estrutura da vesicula lipossomal
a partir de um feixe de elétrons emitidos em direcdo de uma ultrafina camada de
amostra. Desta forma, a interacdo dos elétrons transmitidos através da amostra
forma uma imagem, a qual é ampliada e focada em um dispositivo de imagem.
Para essa analise, utilizamos o Microscépio Zeiss-CEM902, operado em 80kV,
equipado com filtro de energia. As imagens foram adquiridas com camara CCD
Proscan HSC2 (marca Proscan) e plataforma de aquisicao EsiVision.

A amostra foi totalmente dispersa em agua, apds, colocou-se uma gota da
amostra em uma grade de cobre com 3 mm de didmetro e 300 mesh, sendo que
esta foi previamente revestida por um filme de parlédio e carbono para promover
uma sustentacdo mecanica e elétrica. Apdés a aplicagdo da amostra sobre essa
grade, esta foi colocada em estufa 60 °C por 10 a 15 minutos (VU, et.al., 2013).

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Microscopia (Instituto de
Quimica/UNICAMP).

4.5.4. Analise de RMN de Fluor

Como apenas na estrutura do Levofloxacino tem a presenca do atomo de
flior, optou-se por executar essa anadlise para avaliar as diferencas nas amostras
de Levofloxacino livre (ndo encapsulado), e naquela em que a mesma se
encontrava encapsulada.

Para analise de RMN de Fluor utilizamos o equipamento de Ressonancia
Magnética Nuclear — Avance 500, operando a 470 MHz para fluor.

As amostras (Levofloxacino e Formulagéo lipossomal) foram diluidas em
D-,0, sendo 750 uL de amostra em 750 uL de D,O. Estes ensaios foram realizados
no Instituto de Quimica/UNICAMP.
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4.5.5. Eficiéncia de encapsulamento

A quantificagdo de Levofloxacino foi feita mediante analise de
Cromatografia Liquida de Alta eficiéencia, HPLC, (Alliance Waters €2695)
Separation Module Photodiode Array Detector 2998 (Waters). A coluna utilizada foi
uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6x150 mm), (Zorbax) com didmetro de
poro de 100 A e tamanho de particula de 5 um. A fase mével utilizada foi Tampao
fosfato: Acetonitrila (65:35). O volume de injecéo foi de 20 L, o fluxo utilizado foi
de 1,5 mL/min. O tempo de corrida € de 5 minutos e o tempo de retencédo de 1,7
minutos (PHARMACOPEIA, 2010).

Para quantificagao total, 1 mL da amostra lipossomal foi rompido com 5 mL
metanol em balao volumétrico (JENABIOSCIENCE, 2012; NOTEBOOK SCIENCE,
2012). Apds, 875 uL da amostra foi diluida em baldo volumétrico de 10 mL com
tampao fosfato 10 mM, pH7, a uma concentracao tedrica de 0,227 mg/mL. Dessa
solucdo, 100 uL foi diluido novamente em 100mL de tampao fosfato 10 mM, pH?7,
obtendo uma concentracéo tedrica final de 0,227 pug/mL.

Para quantificacdo de Levofloxacino ndo encapsulado, 2 mL da amostra
lipossomal passou pela coluna de extragdo em fase sdlida (SULKOWSKI, et.al.,
2006; ZHANG, et.al,, 2011). Para a remocéao do levofloxacino livre, 10 mL de
metanol foi injetado a coluna, o qual permitiu a eluicdo do levofloxacino livre. Uma
aliquota de 875 uL do eluido foi diluida em 10 mL de tampéo fosfato 10 mM, pH7.
Dessa solucdo, 100 uL foi diluido novamente em 100mL de tampao fosfato 10
mM, pH7

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Cromatografia Liquida
(Instituto de Quimica/lUNICAMP).

4.5.6. Teste de citotoxicidade

Esse teste visa garantir que a formulacdo lipossomal ndo apresenta

citotoxicidade para a linhagem NG97 (glioblastoma), de forma a permitir entao, a
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realizacao do teste da passagem da formulagao lipossomal por um modelo de
barreira que mimetiza a BHE (LANCELLOTTI, 2011; PEREIRA, 2011).

A linhagem NG97 foi mantida em meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino a 37 T com 5% de CO,. O meio foi trocado a cada 48 h, até
as células adquirirem confluéncia. Apds a contagem, as células foram diluidas até
a sua densidade de inoculagao e transferidas para uma microplaca contendo 96
orificios, em um volume fixo de 100 ymol/L por orificio. A densidade de inoculagéo
das células foi 1 x 10° céls/mL. Esta concentracdo inicial de células foi
determinada a partir de curvas de crescimento, assegurando-se que elas estariam
em crescimento logaritmico ao longo do experimento. A microplaca contendo as
células foi pré-incubada a 37 € por 72 h com 5% de CO; para permitir
estabilizacdo, (ROGERO, 2003) antes da adicdo do composto-teste. O composto
foi entdo solubilizado em DMSO, nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,12
pg/mL, e adicionado ao meio. Apds 3h de incubagcdo no meio livre de soro
contendo 50 pg/mL de vermelho neutro, as células foram lavadas rapidamente
com PBS e em seguida, 0,1 mL de uma solucéo de etanol/acido acético (50% vv)
e etanol para retirar o corante. Apés agitagao por 10 min, a absorbancia foi lida em
540 nm. Estes ensaios foram realizados no Laboratério do Prof. Dr. Marcelo
Lancellotti (Instituto de Biologia/UNICAMP).

4.5.7. Estudo de passagem da formulagao lipossomal pelo Modelo de

Barreira que mimetiza a BHE

Células NG97 (glioblastoma humano) e Hec-1B (produto de endometriose
humano) foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 20 % de Soro
Fetal Bovino em garrafas de 75 cm? e incubadas a 37 °C em atmosfera de 5 % de
CO.,. Apds a confluéncia simultdnea de ambas as monocamadas celulares, as
células foram entédo tripsinizadas. As células NG97 foram transferidas para uma
placa de 24 orificios. Células Hec-1B, por sua vez, foram transferidas para insertos
com poros de 0,4 um, Thin certs — Greiner Bio One, o0s quais ficaram suspensos

nos pocos da placa que continham a cultura de NG97, conforme esta ilustrado na
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Figura 16. A placa de co-cultura celular foi mantida em condigbes de incubagao
supracitadas (LANCELLOTTI, 2011).

I — |:> Inserto de poro 0,4 pm

Regido de coleta da amostra para

v

guantificacdo — dentro do inserto

o) Células HEC- 1B
olecJolo]o]o elas
} 1mm E Células NG 97

Regido de coleta da amostra para

quantificacdo — fora do inserto

Figura 16: Esquema de cada pog¢o com inserto da placa de co-cultura.

Apos a confluéncia de ambos os tapetes celulares, trocaram-se meio da
placa para RPMI 1640 com 10 % de SFB. Os pocos com NG97 receberam 1 mL
de meio e os insertos com Hec-1B, os quais tinham volume maximo de 350 uL,
receberam diferentes aliquotas de meio (LANCELLOTTI, 2011). Os insertos aos
quais seriam inoculadas as amostras de lipossomas vazios (denominadas por
LP10 e LP12) e amostras de lipossoma contendo Levofloxacino encapsulado
(denominada por LP14) receberam 175 uyL de meio e 175 pL da amostra
(proporcao 1:1). Aos insertos destinados ao controle com Levofloxacino adicionou-
se 315 uL de meio e 35 uL de uma solugao de Levofloxacino 100 ug/ml para uma
concentracao final de 10 yg/ml no inserto. Ja aos pocgos destinados ao controle
negativo, foram adicionados 350 puL de meio RPMI 1640 + 10 % de SFB
(PEREIRA, 2011).

Antes da troca de meio dos insertos, os mesmos foram transferidos para

uma placa vazia e estéril de 24 orificios. Tal procedimento foi adotado para evitar
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uma possivel contaminacgao acidental na parte inferior da placa com as amostras
no momento de aplicagdo das mesmas. Assim, eliminou-se a possibilidade de um
resultado falso positivo em relacéo a passagem das amostras testadas no modelo
de BHE.

Apos a aplicacdo dos compostos, os insertos com Hec-1B foram
reposicionados a placa com NG97. A placa, entdo, foi incubada nas mesmas
condicbes previamente descritas acima. O conteddo das suspensdes dos pogos e
dos insertos foram coletados nos tempos de 1, 3, 8 € 24 horas e armazenados
separadamente em eppendorfs de 1,5 mL. Foi realizada a leitura em luz UV 365
nm de forma a verificar qualitativamente se os lipossomas haviam conseguido
passar por essa barreira de células. Apds essa visualizagao, os eppendorfs foram
mantidos em 4 °C, para posterior quantificacao.

Devido a alta complexidade técnica, foi possivel realizar apenas uma vez

esse teste.

4.5.71. Quantificagdo das amostras apés passagem da formulagao

lipossomal pelo Modelo de Barreira que mimetiza a BHE

As amostras coletadas nos tempos de 1, 3, 8 e 24 horas, foram
quantificadas por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia, HPLC (Alliance Waters
€2695) Separation Module Photodiode Array Detector 2998. A coluna utilizada foi
uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6x150 mm) com didmetro de poro de 100
A e tamanho de particula de 5 um. A fase maével utilizada foi Tampao fosfato:
Acetonitrila (65:35). O volume de injecao foi de 20 uL, o fluxo utilizado foi de 1,5
mL/min. O tempo de corrida é de 5 minutos e o tempo de retencédo de 1,7 minutos
(PHARMACORPEIA, 2010).

Para o preparo das amostras retiradas dos insertos, diluiu-se 350 uL da
amostra em tampao fosfato 10 mM, pH7, em baldo volumétrico de 10 mL,
denominada em solucédo A. Para uma segunda diluicdo, pegou-se 100 yL dessa
solucdo A e diluiu-se novamente com tampao fosfato em um baldo volumétrico de
100 mL.

45



Dissertacdo de Mestrado Cibelle Rossi Teixeira

Para as amostras retiradas dos orificios, coletou-se 1 mL do meio e
promoveu sua diluicdo em baldo volumétrico de 10 mL com tampéao fosfato 10
mM, pH7, solugdo A’. Diluiu-se 100 uL dessa solugdo A’ com tampao fosfato, em

baldo volumétrico de 100 mL.

4.5.8. Teste de estabilidade quanto ao tamanho da vesicula lipossomal

Para esse teste, a amostra de formulagéo lipossomal, foi armazenada em
frasco de vidro ambar sob temperatura controlada de 5 °C, sendo acrescido a
amostra de formulagéao lipossomal, 0.1% de Azida (m/v) como conservante.

Periodicamente, 0; 3; 10; 20 e 30 dias ap6s o preparo da amostra, a mesma
foi analisada através do equipamento Nanophox para verificar o tamanho das
vesiculas lipossomais.

Para essas analises de tamanho das vesiculas conforme preconiza o
fabricante, dilui-se 1 gota de amostra em 3 mL de agua, empregando como
parametros: temperatura de 25 °C; tempo de equilibrio: 1 min.; nimero de corridas
por amostra: 5.

Estes ensaios foram realizados no Instituto Vita Nova, Instituto de

Pesquisas localizado em Hortolandia, SP/Brasil.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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5.1. Caracterizagao do Levofloxacino

Neste item, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos quanto a
caracterizacdo fisico-quimica do levofloxacino de forma a permitir uma
comparagao com as analises realizadas apds o levofloxacino estar encapsulado
em lipossomas. Para isso fez-se analise de Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de ®C, Espectroscopia no Infravermelho (1V),
Espectroscopia de Massas e Analise de Citotoxicidade frente a linhagem celular
NG97.

5.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

O espectro de RMN de 'H do Levofloxacino vide ANEXO 8.1., demonstra
um singleto em 8,93 ppm que foi atribuido ao hidrogénio em posi¢cao alfa ao
nitrogénio quinolinico. Na porgdo correspondente aos hidrogénios aromaticos,
observa-se um dubleto em 7,49 ppm correspondente ao hidrogénio aromatico que
acopla com o fluor (J = 12,4 Hz). Em 4,89 - 4,92 ppm observa-se um quarteto que
foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono assimétrico e em 1,45 ppm observa-
se um dubleto atribuido @ —CHS3 ligada ao carbono assimétrico da molécula de
levofloxacino. Em 2,22 ppm observa-se um singleto que foi atribuido a -CH3 ligada
a piperazina. Além disso, observa-se um singleto largo em 2,43 ppm e um
multipleto em 3,27-3,29 ppm atribuidos aos hidrogénios da piperazina.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do Levofloxacino estéo
dispostos na Tabela 2. Os dados estdo de acordo com os descritos na literatura
(CHIN, et.al., 1999; MOHAMMED, 2009).
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Tabela 2: Resultados dos deslocamentos quimicos do RMN — 1H em DMSO-d6

RMN — "H (multiplicidade; J

Levofloxacino Numeragao
em Hz, Integracgao)
9 8,93 (s,1H)
21 7,49 (d, J = 12,4 Hz, 1H)

3 4,89 — 4,92 (m,1H)

4,57 (d, J = 11,4 Hz, 1H);
4,36 (d, J = 10,1 Hz, 1H)

5

13,18 3,27 — 3,29(m, 4H)

14,17 2,43 (sl, 4H)

16 2,22 (s, 3H)

4 1.45 (d, J = 6.7 Hz, 3H)

5.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de RMN - *C

No espectro de RMN de "*C do Levofloxacino (ANEXO 8.2.), observam-se
dois sinais correspondentes aos carbonos carbonilicos em 176,3 e 166,0 ppm,
além dos sinais correspondentes aos grupos —CH em 54,8 ppm e aos grupos -CH,
em 68,0; 55,0 e 50,1 ppm e aos grupos —CH3z; em 46,0 e 17,9 ppm. Além disso,
observa-se dubletos em 155,4; 140,1; 132,0 e 119,5 ppm correspondentes aos
carbonos —Cy vizinhos ao fltor e que acoplam com o mesmo. O dubleto observado
em 103,2 ppm também acopla com o fldor e foi atribuido ao —CH aromatico. Esses
achados estao de acordo com a literatura (MOHAMMED, 2009).

Na Tabela 3 estéo as atribuicbes dos carbonos presentes na molécula.

49



Dissertacdo de Mestrado

Cibelle Rossi Teixeira

Tabela 3: Resultados dos deslocamentos quimicos do RMN - B¢ em

DMSO-ds
Levofloxacino Numeragdo | RMN — "*C(multiplicidade; J (Hz);

23 176,3 (C=0)
7 166,0 (C=0)
19 155,4 (Co; d; JCF =980,1 Hz)
9 146,0 (CH)
10 140,1 (Cy; d; JCF = 28,78 Hz)
11 132,0 (Cy; d; JCF = 55,9 Hz)
22 124,7 (Cq)
25 119,5 (Cy; d; JCF = 38,2 Hz)
8 106,6 (Co)
21 103,2 (Cyp; d; JCF = 95,6 Hz)
5 68,0 (CH,)

13,18 | 55,0 (CH,)
3 54,8 (CH)

14,17 | 50,1 (CH,)
16 46,0 (CHa)
4 17,9 (CH,)

5.1.3. Espectroscopia no Infravermelho

O Espectro de Infravermelho do Levofloxacino, vide ANEXO 8.3., mostrou o

aparecimento da absorgdo em 1722 cm™ caracteristica de C=0O de &cido

carboxilico e a absorcdo em 1620 cm™ atribuida a C=0 da quinolona, confirmando

a estrutura molecular do ativo conforme literatura (MOHAMMED, 2009).

5.1.4. Espectrometria de Massas

O pico molecular do Levofloxacino encontrado foi em 362,1 m/z, massa

essa correspondente ao levofloxacino (MOHAMMED, 2009). O espectro pode ser

visualizado no ANEXO 8.4.
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5.1.5. Ensaio de citotoxicidade in vitro de Levofloxacino

Neste ensaio, as amostras submetidas ao teste ndo apresentaram
citotoxicidade para a linhagem celular NG97 estudada, este resultado torna viavel
o teste de modelo de barreira que mimetiza a BHE, uma vez que essa linhagem

celular fara parte do modelo de barreira.

5.2. Obtencgédo da formulagao lipossomal

Aqui s&do apresentados e discutidos os parametros estudados para a
obtencdo de uma formulacdo lipossomal com composi¢céo, tamanho, carga,
eficiéncia de encapsulamento e estabilidade promissoras para o objetivo deste
projeto. Para isso, seréo apresentadas e discutidas as seguintes etapas do
processo: Dispersdao dos constituintes e formagdo do filme lipidico seco,
hidratagcado do filme lipidico e incorporagao do levofloxacino, redugao no didmetro

das vesiculas lipossomais e por fim, retirada do farmaco que nao foi encapsulado.

5.2.1. Etapa de preparagao da dispersao lipidica e formacgao do filme lipidico

Na Tabela 4 estdo descritas as propor¢des estudadas dos constituintes da
dispersao lipidica, bem como velocidade de rotacdo e tempo para evaporacado do
solvente no rota-evaporador.

Em geral, os componentes lipossomais (Fosfatidilcolina de ovo e Colesterol)
(ROGERO, 2003; WONG, et.al., 2003; MONKKONEN, et.al., 1994) sado dispersos
em Cloroféormio ndo havendo nenhuma dificuldade de solubilizacdo dos
componentes, desta forma, o volume de solvente nao foi alvo de estudo nesta
etapa. No entanto, estudos mostram que a velocidade de evaporacéo do solvente
influencia no momento da formacéao do filme lipidico, e que temperaturas proximas
de 50 °C nédo sao responsaveis por aumentar a probabilidade de oxidagao lipidica
(ZHANG, et.al., 2011).
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Frente a essa observacédo e tendo o conhecimento que os parametros de
evaporacéao — velocidade e temperatura tém influéncia nas caracteristicas do filme
lipidico, iniciou-se 0 estudo desses pardmetros, conforme pode ser visto na Tabela
4.
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Inicialmente fixamos a proporg¢do dos constituintes do filme lipidico em 7:1
Fosfatidilcolina de ovo e Colesterol respectivamente, propor¢ado essa obtida de
acordo com a literatura (WONG, et.al., 2003).

Para inicio dos testes, método denominado por ML_A, optou-se por
evaporar o solvente de forma mais branda possivel, através de uma baixa
rotatividade, 90 rpm, e a temperatura ambiente, isso justificada através da baixa
pressao de vapor do cloroférmio.

Para esse método, a remogao do solvente foi realizada com sucesso, no
entanto, visualmente o filme lipidico formado apresentou varias descontinuidades,
conforme podemos visualizar na Figura 17. Isso pode ser justificado, pois, com
uma rotacdo branda, o solvente acaba por permanecer em contato com
determinada regido do baldo por mais tempo, essa permanéncia, acaba por formar

um filme mais espesso em algumas regides e delgados em outras.

Figura 17: Foto de um filme descontinuo. As regides circuladas em vermelho

chamam a atencéo para essa descontinuidade.
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Através dos resultados obtidos no método ML_A, optamos por aumentar a
velocidade de rotacdo para 150 e 280 rpm, métodos ML B e ML C
respectivamente, e manter os demais parametros iguais ao método anterior,
método ML_A. Essa escolha se justifica, pois, ao aumentar a velocidade de
rotagdo, o solvente tende a evaporar mais rapidamente, além de ficar por menos
tempo em cada regiao do baldo, podendo entado, formar um filme mais delgado em
todas as regides do balao (MONKKONEN, et.al., 1994).

No entanto, o observado nos filmes gerados através dos métodos ML_B e
ML_C foi uma diminuicdo das regides formadas por um filme mais espesso, mas
ainda houve a presenca dessa heterogeneidade na formacédo da espessura do
filme, sendo entdo indicio de que apenas a velocidade de rotacdo nao seria
suficiente para evaporar o cloroférmio na velocidade necessaria.

Desta forma, partiu-se por estudar um novo pardmetro, a adigao de
temperatura para a remocao mais rapida do solvente (ZHANG, 2011). Para esse
estudo, utilizamos o método denominado por ML_D, onde mantivemos todos os
parametros do método ML_C, proporg¢ao dos constituintes em 7:1 Fosfatidilcolina:
Colesterol respectivamente, rotacdo de 280 rpm, alterando entdo, apenas a
temperatura de ambiente para 39 °C.

Com a adicado de temperatura ao processo, € uma rapida rotacdo, foi
possivel evaporar o solvente de forma muito rapida, permitindo desta forma, que a
maior parte do filme formado, visualmente, se mostrou mais delgado, conforme

pode ser visualizado na Figura 18.
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1 2 3
Figura 18: Fotografias relativas as 3 etapas do procedimento ML_D obtendo um
filme homogéneo. 1 etapa da solubilizacédo da Fosfatidilcolina e Colesterol em
Metanol. 2 etapa da evaporacéo do Cloroférmio e 3 obtencgéo do filme lipidico seco

delgado.

No entanto, apesar de se conseguir formar um fiime mais delgado, nas
etapas posteriores, através de estudos iniciais de diminuicdo no tamanho da
vesicula lipossomal, discutido no item 5.2.3 a estrutura do lipossoma se mostrou
fragil, o lipossoma estava se rompendo muito facilmente e liberando o ativo
encapsulado. Desta forma, sabendo que o componente do filme lipidico
responsavel por trazer resisténcia a estrutura do lipossoma é o Colesterol, (
WANG, et.al., 2005) optou-se por alterar em 2:1 a propor¢éo de Fosfatidilcolina de
ovo e Colesterol, respectivamente (NOMURA, et.al., 2005), na formulagédo, método
denominado por ML_E. Aftravés dessa alteragcao, obteve-se entdo um filme
lipidico mais delgado e um lipossoma mais resistente.

Frente a esses resultados promissores, os parametros estabelecidos nesta
etapa do processo consistem em um filme lipidico de composi¢cdo (m/m) 2:1
Fosfatidilcolina de ovo: Colesterol, com velocidade de rota-vapor para evaporagao
do cloroférmio de 280 rpm e temperatura de evaporacéao de 39 °C.

Apesar de estudos sobre a auséncia de estimulo a oxidacao lipidica quando
se submete lipideos a temperatura préxima a 50 °C (ZHANG, et.al., 2011), sabe-

se que fosfolipideos sao facilmente oxidaveis até mesmo a temperatura corporal
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de 37 °C. Como sugestdo para futuros projetos seria quanto a realizagédo de
ensaios de quantificagdo do fosfolipideo de forma a garantir que 0 mesmo néo
sofreu oxidacao durante o processo e desta forma preservar a permeabilidade
inicial da membrana. Em casos onde for constatada essa oxidagao, constituintes
como alfa-tocoferol podem ser acrescentados a formulagao para ajudar a prevenir
tal oxidacao lipidica (QUINN, et.al., 2012).

5.2.2. Solugéo de hidratagédo e incorporagao do Levofloxacino ao lipossoma

Esta etapa consiste na formacao propriamente dita da vesicula lipossomal,
€ na incorporacgao do levofloxacino ao nucleo do lipossoma.

Para se obter uma hidratacdo eficaz e com uma alta porcentagem de
encapsulamento, varios pardmetros como, escolha do meio, concentracdo de
sélidos na suspenséo, porcentagem de levofloxacino em relagao ao filme lipidico,
tempo e temperatura de hidratacdo podem influenciar (RODRIGUES, 2011;
ZHANG, et.al., 2011; VU, et.al., 2013). Desta forma, estudamos cada um desses

parametros, os quais estdo apresentados resumidamente na Tabela 5.
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Procurou-se escolher para a hidratagdo, um meio que fosse compativel com
0 organismo e no qual o levofloxacino seja soluvel, assim, optou-se por utilizar o
Tampéao fosfato 10 mmol/L, pH 7 (ZHANG, 2009).

Como o levofloxacino possui caracteristicas hidrofilicas, a estrutura
lipossomal, possibilita que o levofloxacino se localize em dois compartimentos,
sendo eles, nucleo e superficie externa do lipossoma, pois ambas as regides sao
formadas pelas “cabegas” polares dos fosfolipideos, conforme explicado
anteriormente (MACHADO, et.al., 2007).

De forma a verificar o comportamento do levofloxacino frente a essas duas
possibilidades, iniciou-se o estudo pelo método, ML_01 com uma baixa proporgéo
de ativo em relagdo a massa de filme lipidico, sendo 8:1 a propor¢cdo de massa de
filme lipidico: levofloxacino, respectivamente (BERGER, 2001).

Com essa hidratagao, foi observada a formagao de aglomerados. Sabendo
que o estimulo para que o filme lipidico forme as vesiculas lipossomais ¢ a
presenca do meio aquoso (RODRIGUEZ, 2001), possiveis justificativas para essa
ocorréncia, seria a alta concentracdo de solidos na suspensdo, 9 mg/mL, nao
tendo estimulo suficiente para que o filme lipidico venha a formar vesiculas. Outro
possivel parametro responsavel pelo aglomeramento, seria com relagdo a
temperatura de 50 °C nao ser suficiente para promover o desprendimento eficaz
do filme lipidico do fundo do baldo (BERGER, 2001).

Com base nesse primeiro resultado obtido, optou-se por estudar no método
ML_02 uma diminuicdo na concentragdo de solidos da suspensédo, 3,6 mg/mL,
mantendo a propor¢ao (m/m) de filme lipidico:levofloxacino de 8:1, aumentando
entdo o volume do meio para 50 mL. Outro parametro alterado foi o aumento da
temperatura para 60 °C, temperatura essa nao influente para aumentar a oxidagao
lipidica (ZHANG, et.al., 2011). Com essas alteragbes, a suspensado obtida
apresentou uma menor quantidade de aglomerados, mas ndo a auséncia em sua
totalidade, tendo entao por fim, uma hidratacdo nao satisfatoria.

Uma possivel justificativa para tal evidencia, se refere ao tempo de

hidratagcédo ser inferior ao necessario para que todo o filme lipidico consiga se
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desprender do fundo do baldo e assim, possibilitar a formacao das vesiculas
lipossomais (RODRIGUEZ, et.al., 2001).

Desta forma, um terceiro estudo, ML_03 foi realizado, onde o parametro
ajustado foi o aumento no tempo de hidratagcéo para 2 horas (CHAPMAN, et.al.,
1990), tomando o cuidado de manter os outros parametros conforme estudados
em ML_02. A amostra gerada através da auséncia de aglomerados se mostrou
praticamente toda hidratada. Isso indicou nesse processo da necessidade de um
maior tempo para que o filme lipidico consiga se desprender do fundo do baldo a
uma temperatura de 60 °C e permanecga em contato com o meio aquoso de forma
a sofrer estimulo suficiente para a formagao da vesicula lipossomal.

Como a amostra gerada por este método, ML_03 se mostrou promissora,
apo6s o final da hidratacéo, foi verificada a sua eficiéncia de encapsulamento,
obtendo como resultado (20,00 = 0,67)% do levofloxacino encapsulado ao nucleo
do lipossoma. Esse resultado mostrou uma grande dificuldade que o levofloxacino
possui em se deslocar do meio externo para o nucleo do lipossoma. Isso é
justificado por o meio externo, ser altamente hidrofilico, e também, por a parte
externa do lipossoma apresentar caracteristicas hidrofilicas. A literatura deixa
claro que substancias hidrofilicas apresentam na maioria das vezes uma baixa
porcentagem de encapsulamento (BERGER, 2001).

Para um quarto teste, optou-se por estudar se realmente a proporcao de
sélidos apresenta influéncia na reducdo de aglomerados, (RODRIGUEZ, et.al.,
2001) ou se a temperatura e tempo de hidratagao € que foram responsaveis por
tal reducéo. Para isso, no método ML_04 aumentou-se a massa de sélidos para 9
mg/mL, mantendo a proporc¢éo inicial (m/m) filme lipidico: levofloxacino de 8:1. Os
demais parametros foram cuidadosamente mantidos conforme o teste anterior,
ML_03.

A amostra gerada através desse quarto teste se mostrou bem hidratada
sem a presenca de aglomerados. Isso indicou que, a porcentagem de sélidos nao
foi fator responsavel pelos aglomeramentos nas amostras anteriormente obtidas e

sim, a temperatura e o tempo de hidratagéo.
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Sabe-se que a alta concentracdo de sdlidos pode influenciar no
deslocamento de uma substancia para o nucleo do lipossoma (BERGER, 2001).
Como no método ML_04 essa concentragédo de sodlidos foi aumentada, e a
eficiéncia de encapsulamento também, pode-se concluir que nesse sistema, o
fator de concentracdo € estimulante para promover o encapsulamento do
levofloxacino. Desta forma, alta concentracdo de sdlidos no meio de hidratacao,
serve de estimulo para que o levofloxacino se desloque de um ambiente hidrofilico
sob alta concentracdo, meio de hidratacdo, para um ambiente hidrofilico onde a
concentragao esta reduzida, ou seja, no nucleo do lipossoma.

Através dessa conclus&o, optou-se por estudar no método ML_05, o
aumento na concentracao de solidos na suspensdo, para 12 mg/mL.
Concomitantemente fez-se a alteragao na proporgdo (m/m) de levofloxacino: filme
lipidico para 1:2, pois uma maior quantidade de ativo disponivel pode ajudar no
deslocamento do equilibrio (TIKSHDEEP, 2012).

Com essas alteragcdes a eficiéncia de encapsulamento aumentou em
15,00%, confirmando entdo a teoria da alta concentragdo de sdlidos para um
estimulo ao levofloxacino em se deslocar de um meio mais concentrado, ou seja,
0 meio de hidratagdo; superficie externa do lipossoma, para um meio menos
concentrado, o nucleo do lipossoma.

De forma a explorar ainda mais esse conceito, foram realizados mais 2
estudos, alterando a propor¢gdo em 1:1 (m/m) filme lipidico: levofloxacino. Com
essa alteracéo foi obtido uma concentragao no meio de hidratagao de 16 mg/mL
para o estudo ML_06 e 26 mg/mL para ML_07. Em ambos os estudos, a eficiéncia
de encapsulamento aumentou em aproximadamente em 15%. Isso indica que o
excesso de ativo para deslocar esse equilibrio atingiu 0 seu maximo na propor¢ao
(m/m) de 1:1, filme lipidico: levofloxacino.

Um ultimo estudo realizado, ML_08 se justificou pela observacao durante os
experimentos mostrando que com o tempo de hidratacdo de 1 hora, o aspecto
visual da suspensdo era o0 mesmo observado no tempo de 2 horas, para as
amostras obtidas pelos métodos ML_05, ML_06 e ML_07. Esta observacéao foi

estimulo para no método ML_08 estudar a real importdncia de se manter sob
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hidratagédo por um tempo de 120 minutos, conforme presumido anteriormente. A
amostra obtida em um tempo de hidratacdo de 60 minutos apresentou-se sem
aglomerados e obteve um porcentual de encapsulamento de 78%.

Com base nesse ultimo resultado, foi concluido que os parametros que
realmente interferiram nessa etapa do processo, foram: temperatura de
hidratacdo, concentragdo de sdlidos na suspensao e porcentagem (m/m) de
levofloxacino em relagéo ao filme lipidico.

Os parédmetros definidos nesta etapa foram: proporcdo em massa de
levofloxacino: filme lipidico de 1:1, sendo uma concentracdo de sodlidos na
suspensao de 26 mg/mL, hidratando sob agitacdo por um tempo de 1 hora a uma
temperatura de 60 °C, denominado esse conjunto de parametros por ML_08.

Na Figura 19 podemos observar o momento da hidratagcdo e visualizar o

lipossoma totalmente hidratado.

A B

Figura 19: Fotografias tiradas no momento da Hidratacdo. A mostra o momento da

hidratagcédo e a B mostra o final da hidratagao.
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5.2.3. Etapa de uniformizagdo de tamanho das vesiculas lipossomais

Devido a escolha do processo para formacdo do fiime lipidico seco, os
lipossomas formados no momento da hidratacdo desse filme de acordo com o
método ML_08, apresentam vesiculas multilamelares e com tamanhos de
diametro proximo a 10,00 um (SAKAMOTO, et.al., 1993; SULKOWSKI, et.al.,
2006). Em ANEXO 8.5, pode ser visualizada a curva que ilustra a distribuicdo no
tamanho das vesiculas lipossomais logo apés o0 momento de hidratacdo. Nessa
amostra 50,00% das vesiculas apresentam um didmetro médio de 4,39 ym e
90,00% das vesiculas um didmetro médio de 10,80 um. Esse grande tamanho
obtido ¢é justificado devido ao lipossoma formado ser constituido por multilamelas.
No entanto, estudos indicam que para que a vesicula lipossomal possa ter
capacidade de penetrar a BHE através das juncdes entre as células endoteliais, o
tamanho que essa vesicula deve apresentar se da em torno de 100,00 nm
(HASHIZAKI, 2003; WONG, et.al., 2003).

Para conseguir reduzir o diametro da vesicula e garantir que o lipossoma
permaneca estavel, ou seja, ndo seja passivel de se aglomerar em um curto
espaco de tempo (MONKKONEN, et.al., 1994), a formulacéo foi submetida a 3

diferentes processos apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Processos estudados para reducdao do tamanho das vesiculas

lipossomais e seus respectivos tamanhos de particulas obtidos

Tamanho de
Processo Processamento i
particula (nm)

Mini-extrusora com membrana de poro de 400

ML_09 510
nm
Extrusora a vacuo com membrana de poro de
ML_10 131
100 nm
ML_11 Homogeneizador de alta pressao* 46 — 356 nm

* Estudo de varias pressdes apresentados na Tabela 8
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O primeiro método estudado para a redugédo das vesiculas lipossomais foi
através da Mini-extrusora. Para esse método optou-se por realizar um numero
impar de passagens pela membrana de forma a evitar uma possivel contaminagao
da amostra por vesiculas grandes que poderiam nao ter passado pelo filtro
(CHAPMAN, et.al., 1990).

Através desse processo foi possivel obter vesiculas com raio hidrodinamico
médio no valor de (255,00 = 0,78) nm, ou seja, um didmetro de vesicula de
(510,00 £ 0,78) nm. A curva de distribuigdo obtida através do Zeta Size, pode ser
visualizada no ANEXO 8.6.

Como a membrana utilizada para esse processo apresentava um poro de
diametro 400,00 nm, esperava-se obter um didmetro de vesicula lipossomal de no
maximo 400,00 nm, e foi encontrado em 510,00 nm, esse ligeiro aumento pode
ser justificado pela influéncia que as moléculas de agua de hidratacdo podem
ocasionar, aumentando desta forma, o raio hidrodindmico das vesiculas
(MONKKONEN, 1994).

Esse método se mostrou eficaz para o proposto, ou seja, em reduzir o
tamanho das vesiculas lipossomais. A forca manual aplicada para que a amostra
passasse pela membrana de 400,00 nm, se mostrou suficiente e proporcionou a
reducao pretendida com o uso dessa membrana. No entanto, com o equipamento
disponivel, o volume de amostra que se consegue por ciclo de extrusédo é muito
baixo, no maximo 1 mL, consequentemente, para um volume maior de amostra,
esse método se mostra muito lento.

Visando que, o didmetro desejado para a vesicula lipossomal seja proximo
a 100,00 nm, outra dificuldade apresentada por essa técnica foi quanto a
realizacao de uma extrusdo manual, ou seja, a forca necessaria a ser aplicada
para que os lipossomas consigam passar por uma membrana de poro de 100,00
nm € bem maior do que a que foi utilizada para uma membrana de 400,00 nm,
inviabilizando ent&do essa técnica para esse estudo.

De forma a tentar suprir essas duas dificuldades apresentadas, iniciou-se
um estudo de reducé&o do tamanho de vesicula lipossomal através do auxilio de
uma extrusora a vacuo (CHAPMAN, et.al., 1990).
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Nesse sistema, um maior volume de amostra é possivel de ser gerado por
ciclo de extrusao, além da for¢ca do vacuo, facilitar a passagem dos lipossomas
pela membrana de 100,00 nm.

Com este método uma curva unimodal foi obtida, representando vesicula
lipossomal com didmetro médio de tamanho de (131,12 £ 0,93) nm € um didmetro
médio em volume de (134,64 = 1) nm. A curva de distribuicdo de tamanho de
vesicula pode ser visualizada em ANEXO 8.7.

Apesar de o objetivo proposto ter sido atingido, ou seja, as vesiculas
estarem com tamanho préximo a 100,00 nm (JIN, et.al., 2013), esse processo se
mostrou inviavel devido a uma limitagcdo do sistema. Para que o sistema opere
adequadamente, um volume constante de aproximadamente 20 mL de amostra
necessita estar presente no compartimento de alimentacao, de forma a permitir
que a bomba de vacuo desempenhe o seu papel de forcar a passagem do
lipossoma pela membrana. No entanto, essa exigéncia, impossibilita garantir que
toda a amostra sofra 0 mesmo numero de passagens pela membrana, sendo esse
um fator importante a possibilitar uma maior estabilidade ao lipossoma (ZUIDAM,
et.al., 2003).

Frente a essa nova dificuldade, buscou-se estudar outro método para a
reducao do tamanho das vesiculas, sendo utilizada, a alta pressdo (MASSING,
2008; BACHMANN, 1993) exercida pelo equipamento para a redugéo no tamanho
da vesicula lipossomal, ao invés da barreira, membrana com poro pré definido.

Como o parametro responsavel por definir o tamanho das vesiculas obtidas
é a pressdo exercida contra as mesmas (BACHMANN, 1993; RODRIGUEZ, et.al.,
2001), fez-se necessario estudar mais detalhadamente esse parametro. Na Tabela
7 pode-se verificar as pressbes estudadas por esse processo € 0s respectivos

tamanhos das vesiculas lipossomais obtidos através de analise por Nanophox.
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Tabela 7: Pardmetros estudados para reducao do tamanho de vesicula

lipossomal através do método de Homogeneizagao de alta pressao

Processo Pressao (bar) Tempo famanho medio da
(minutos) vesicula lipossomal (nm)
ML_11.1 400 5 165,00 + 0,98
ML_11.2 550 5 165,00 £ 0,76
ML_11.3 700 5 90,00 + 0,85
ML_11.4 850 5 180,50 + 1,00
ML_11.5 1000 5 64,00 e 290,00 + 0,67
ML_11.6 1000 7 46,00 e 356,00 + 0,87

Quanto maior a pressao sobre as vesiculas lipossomais, maior a energia
que as mesmas possuem para colidirem entre si e entre o cabecote do
equipamento (BACHMANN, 1993), levando a redugdo do didmetro de vesicula.
Por causa desta observagao, fez-se um estudo variando a pressao exercida sobre
as vesiculas lipossomais de 400 a 1000 bar.

Inicialmente, o estudo foi feito aplicando-se uma pressao de 400 bar e as
vesiculas formadas apresentaram um tamanho médio de 165,00 nm. Um aumento
de 150 bar, ndo foi suficiente para reduzir o tamanho dessas vesiculas,
permanecendo a média com 165,00 nm de tamanho.

Ja com uma pressao de 700 bar, o tamanho médio foi reduzido para 90,00
nm. Embora este tamanho possa ser considerado adequado para o propésito
deste projeto, buscamos verificar a possibilidade de se obter uma particula com
diametro menor ainda, e continuou-se o aumento das pressdes. Observou-se
entdo, que com pressdes de 850 e 1000 bar, as vesiculas lipossomais eram
desestabilizadas, tendendo a agregacao. Essa tendéncia pode ser visualizada
através dos tamanhos de vesiculas obtidos, 180,00 nm ao utilizar uma presséao de
850 bar e duas populacdes de 64,00 e 290,00 nm; 46,00 e 356,00 nm em 1000

bar.

66



Dissertacdo de Mestrado Cibelle Rossi Teixeira

De todas as técnicas estudas nesta etapa, a que se mostrou mais vantajosa
para obtencédo de vesiculas estaveis e com menor tamanho, foi o uso da alta
pressao, sendo a de 700 bar, a mais adequada. As vesiculas obtidas nestas
condi¢cdes compdem a amostra que denominamos ML_11. 3.

Segundo a literatura, quando a reducao do tamanho das vesiculas é
realizada através da homogeneizagao de alta pressao, as vesiculas multilamelares
tendem a se tornar unilamelares pequenas (BACHMANN, 1993). Uma das formas
de estudo futuro, para confirmar o nimero de lamelas que a vesicula lipossomal
apresenta seria através da técnica de Microscopia por Criofatura (TIKSHDEEP,
2012), técnica essa que a partir de um corte da amostra previamente congelada, é

possivel de se verificar de forma integra a estrutura do lipossoma.

5.2.4. Lavagem das particulas de lipossomas para retirada do levofloxacino

nao encapsulado

Durante o processo de incorporagédo do Levofloxacino, nem todo o ativo é
incorporado ao lipossoma.

Para que a formulagdo possa ser usada como sistemas de liberacao, é
necessaria a remoc¢ao completa do farmaco n&o encapsulado e para isso, varios
métodos tém sido empregados. Podemos citar a centrifugacéo, cromatografia de
troca ibnica, a ultrafiltracdo, cromatografia de exclusdo por tamanho e
cromatografia por adsor¢gao (GABRIELLE-MADELMONT, 2003).

Para esse trabalho, dois dos métodos relatados acima foram estudados
para a remocado do ativo ndo incorporado. O primeiro método estudado foi a
centrifugacao e o segundo foi a filtracdo através de cromatografia por adsorgéo.
Este ultimo é o mais utilizado e foi escolhido devido a sua simplicidade para
execucao, reprodutibilidade, pode ser usado para quantidades maiores de
amostras, ndo promove alteracbes na amostra, além de permitir que as fracdes
coletadas possam ser re-analisadas (SKOOG, et.al., 2002).

Para o primeiro método de centrifugagcédo, (MASSING, 2008) um estudo de

tempo e velocidade foi realizado, conforme mostra Tabela 8. Esse estudo se fez
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necessario na busca por uma forgca gravitacional adequada para conseguir fazer
com que as vesiculas, devido ao seu tamanho e por serem insolluveis ao meio de
lavagem (PHARMACOPEIA, 2010; JENABIOSCIENCE, 2012) acabem por se
sedimentarem, formando um corpo de fundo e o levofloxacino por apresentar

solubilidade ao meio de lavagem, permaneca disperso ao sobrenadante.

Tabela 8: Estudo de tempo versus velocidade de rotacao para retirada de

Levofloxacino ndo encapsulado

Tempo Velocidade Numero de

Processo Resultado
(min.) (rpm) lavagens
ML_13 60 14000 1 Rompimento dos lipossomas
ML_14 60 10000 2 Rompimento dos lipossomas
ML_15 20 8000 3 Rompimento dos lipossomas
ML_16 10 8000 3 Rompimento dos lipossomas
ML_17 10 5000 3 Rompimento dos lipossomas

Durante todos os estudos realizados de velocidade e tempo, com o
aumento do numero de lavagens, a intensidade da mancha visualizada em luz 365
nm era reduzida (Figuras 20 e 21). Esse fato indicava inicialmente que a lavagem
estava sendo efetiva, e que o levofloxacino que nao foi encapsulado estava sendo

retirado do meio.

Figura 20: Foto de placa cromatografica revelada em luz UV no comprimento de

onda de 365 nm. Amostra preparada através do processo ML_15, A amostra do
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sobrenadante da primeira lavagem, B amostra do sobrenadante da segunda

lavagem e C amostra do sobrenadante da terceira lavagem.

Figura 21: Foto de placa cromatografica revelada em luz UV no comprimento de
onda de 365 nm. Amostras preparadas através dos processos ML_16 e ML_17. A
amostra do sobrenadante da primeira lavagem, B amostra do sobrenadante da

segunda lavagem e C amostra do sobrenadante da terceira lavagem.

No entanto, como é de conhecimento, os lipossomas s&o estruturas
extremamente frageis (HASHIZAKI, 2003, ZUIDAM, 2003). Através dos testes
realizados com a centrifugacédo, comprovou-se esse fato. Em todas as velocidades
estudadas, 14000 — 5000 rpm, a forga de centrifugacédo aplicada as vesiculas
lipossomais resultaram no rompimento dos lipossomas e com isso, liberacdo do
levofloxacino encapsulado no meio de lavagem.

Desta forma, o que foi visualizado em luz UV inicialmente, se tratava de
levofloxacino que ndo foi encapsulado. A conclusdo de que os lipossomas se
romperam, deu-se no momento em que foi observada a diminuicdo drastica do
corpo de fundo nos insertos apds cada centrifugacéo.

Frente a essa limitacdo da técnica, iniciou-se o estudo de retirada do
levofloxacino livre por cromatografia de adsorcdo, através de interacdes
intermoleculares.

Como na estrutura do levofloxacino existe a presenca de atomos como F,

N, O e a presenca de anéis aromaticos, buscou-se estudar separar o levofloxacino
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que nao foi encapsulado através de possiveis interacbes que essa estrutura
possibilita. Desta forma, escolheu-se como polimero para interagir com esses
atomos o Divinilbenzeno com propileno (JENABIOSCIENCE, 2012; MOHAMMED,
2009).

Nesta escolha existe a possibilidade de dois tipos de interacdes: primeira
do tipo dipolo-dipolo, entre os atomos F, N e O do levofloxacino com o H presente
na estrutura do divinilbbenzeno com propileno e segundo, do tipo interagbes
hidrofobicas devido a presenca de anéis aromaticos tanto na estrutura do
levofloxacino como na do recheio da coluna (MOHAMMED, 2009).

Pudemos comprovar de forma qualitativa que essa técnica foi bem
sucedida, pois visualizamos em luz 365 nm apenas a amostra de metanol que foi
utilizada para eluir o levofloxacino que havia ficado retido no recheio da coluna,

conforme Figura 22.

Figura 22: Foto de placa cromatografica revelada em luz UV no comprimento de
onda de 365 nm. A amostra de ativo livre eluido com metanol; F amostra de

formulacao lipossomal eluido com tampéao fosfato; M metanol e T tampéo fosfato.

5.3. Caracterizagao dos lipossomas

Neste item, serdo discutidas as caracterizagbes realizadas para as

formulagbes lipossomais. Serdo apresentados resultados obtidos para o tamanho
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da vesicula lipossomal, Potencial Zeta para a carga superficial dos lipossomas,
Microscopia de Transmissdo, RMN de F, Eficiéncia de encapsulamento,
Citotoxicidade dos lipossomas frente a linhagem celular NG97, Estudo de
passagem da formulacao lipossomal por um modelo de barreira que mimetiza a

BHE e por fim, um estudo de Estabilidade dos lipossomas quanto ao seu tamanho.

5.3.1. Medidas de tamanho das vesiculas lipossomais

O tamanho da vesicula influéncia tanto a biodistribuicdo quanto a
eliminacdo das particulas apdés administracdo de formulacbes, mas esse
parametro ndo é bem controlado e, em geral, € pouco discutido na maioria das
publicacées (MIRAHMADI, et.al., 2010).

Dentre os mecanismos possiveis de interagdo entre os lipossomas e as
células pode-se citar: adsor¢cdo a superficie celular, fusdo com a membrana
celular, pinocitose do farmaco, endocitose, formacdo de endossomas, entre
outros.

Além dos mecanismos citados acima, o tamanho das vesiculas também
esta diretamente relacionado com a possibilidade de passagem pela BHE através
das juncoes justapostas (SAKAMOTO, et.al., 1993; FORLONI, et.al., 2001). Varias
discussdes existem a respeito do melhor tamanho para que essa passagem seja
bem sucedida, sendo que a maioria acredita ser tamanhos préximos a 100 nm
(SAKAMOTO, et.al., 1993; MIRAHMADI, etal, 2010; VU, etal, 2013,
LANCELLOTTI, 2011). Desta forma, uma das principais caracterizagcdes nesse
trabalho se deu quanto ao tamanho de vesicula lipossomal obtida, de forma a
buscar que o principal meio de interacao seja através do tamanho da vesicula.

Diferentes técnicas sdo atualmente disponiveis para determinar tamanho de
particulas menores que 1 um. A Tabela 9, extraida de um artigo de revisao
(GAUMET, et.al., 2008), apresenta algumas das técnicas e resume suas principais

caracteristicas e limitacoes.

71



L

‘oyuewe} ap oesnjoxa Jod eljeibojewoso

:03S ‘epejooedws eunjod ap eoIWeUIPoIPIY HOd Jeided asauojolige 39 ‘odwed wa oxn)y Jod ojusweuoloel)

444 ‘eonjeue oedebnunuacenn DNV ‘eolwgle edio) op eidoososoiw N4y ‘OBSSIWSuUR)] 9P BOIUQJSIS

eidoososolw NJL ‘elnpasieA ap eolugiale eidoosololw (NS Jese| zn| ap oedeulp Q77 ‘Zn| op ojusweyjedse (ST

‘odway O IS
wu 00} > eljelbolewol)
oe oedejos wa esolpuadsip ‘oedeziwno op sedeld sebuoT ‘HOd
‘oedez||eal ap apepixajdwo) wu 00S — 02 9sa10j0419|3 30
"e|nojued
wrl | -rog oedin|3 444
ap odj eised epessadoeu oedeziwijo ‘deasnuew ap |101IHJ
"0x9|dwOod sopep ap 0jUBWESSS20.d oedebnyuua) JNNY
‘eAnalgns ‘wabewi ap ojuswelel)
wr | —wu Q) e1d09s0IdI\ N4V
‘oedez|eas op apepixa|dwod ‘epezijewolne-oeu ‘wabeljsowy
"BJjsowe ep NIL
wr 000 — Wu 0g e1d0osoIdI\
oedeledaud ep epugnjul ‘odwal oe oededl wa esolpuadsiq ‘IN3S
oedelpel
"0JaJIpul OPOJoW ‘BLBSSa2dU BljSOWe ap apeplijuenb apuelis wr Q0oL — 1 an
ap oedelsayu|
"sojuan|jul soJjoweled soynw ‘sapuelb
oedelpel
seinoilied no sopebeibe op eppugnpul apuelb  ojalipul wrl | - wu Qg ST

opolow sesitadsipiiod oynw sagdeindod esed eudosdw

ap oedelalu|

saodejwin

soyueuwe} ap exie4

oidioulud  OopoIN

eJI9XI3 | 1SOY 3|[3q1D

(800Z “1e}2
‘13INNVYD) sejnoijed ap oyuewe) ap oedeujwiadldp esed sopojow ap seolsudloesed siediould 6 eldaqel

OpeJlsalN =2p Omumﬁwmm_ﬁ_



Dissertacdo de Mestrado Cibelle Rossi Teixeira

Dentre todas as técnicas disponiveis optou-se por utilizar a de
espalhamento de luz, por nos atender tecnicamente, estar disponivel, além da
necessidade de pouca amostra para analise.

Para essa técnica, a vesicula é considerada esférica. Assim, a presenca de
poucos agregados aumenta consideravelmente o resultado de tamanho médio.
Além disso, diversos parametros podem influenciar o resultado das medidas como
viscosidade, pH do meio, temperatura, concentracédo e sedimentacao de particulas
(GAUMET, et.al., 2008).

Todas as analises foram realizadas mediante a autocorrelagdo das
vesiculas durante um tempo estimado de 60 segundos. Cada amostra € analisada
por 5 vezes, permitindo entdo uma maior garantia dos resultados médios obtidos.
O equipamento expressa o valor medido através do nimero ou da intensidade de
volume medido.

Em ANEXO 8.8 pode-se visualizar uma das curvas de distribuicdo de
tamanho da formulagao que melhor se mostrou quanto ao tamanho (SAKAMOTO,
et.al., 1993), estabilidade e eficiéncia de encapsulamento. Para essa analise, uma
curva unimodal foi obtida, representando que 10,00% da amostra apresenta 75,64
nm, 50,00% da amostra apresenta 91,51 nm. A média entre os resultados de
tamanho médio pode ser considerada, (90,50 = 0.70) nm e uma média geral em
volume de (92,10 = 0,27) nm, de acordo com os valores que compuseram 0O
calculo desta média. No entanto, isso ndo significa que as particulas possuem
tamanho entre 91,20 e 89,8 nm, mas sim que os resultados de tamanho médio,
obtidos em quintuplicata, sdo préximos.

Para a medida de tamanho de vesicula lipossomal vazia, sem o ativo, um valor de
(115,00 % 1,00) nm foi encontrado para numero e (116,00 £ 0,81) nm para volume.

Observa-se entdo que ao encapsular o ativo ocorre uma ligeira diminuigao
no tamanho das vesiculas. Uma das razoes para este efeito considera a proposta
de alguns autores sobre a acomodacgao do ativo no nucleo do lipossoma, de forma
que a vesicula tende a se “fechar” para acomodar melhor o ativo (AGASHE, 2010).

Embora os resultados de tamanho médio por nimero e volume médio por

intensidade sejam praticamente iguais, vale salientar que quando a amostra é
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analisada com relagdo a intensidade, os resultados acabam sendo
superestimados em relacdo as contribuicbes de agregados presentes no meio.

Quando analisado por numero, a contribuicdo de uma pequena quantidade
de agregados é praticamente desprezivel (GAUMET, et.al., 2008). No entanto,
neste caso, por a amostra ter se mostrado com uma boa polidespersividade, tal

diferenca é pouco significativa.

5.3.2. Potencial Zeta

A importancia de determinar o potencial zeta nas amostras lipossomais esta
na possibilidade de modular esta caracteristica, de modo a serem obtidas
vesiculas mais estaveis quanto a agregacao e fusao, e para fornecer informacdes
sobre a interagdo entre lipossomas e farmacos neles carregados (HEATH, 1985;
ZHANG, 2005).

Os lipossomas contendo levofloxacino encapsulado apresentam carga
superficial de -15,10 + 0,92 mV e para lipossomas vazios a carga apresentada é
de -20,00 + 1,00 mV. (ANEXO 8.9 e 8.10)

Com relagao as caracteristicas superficiais de carga da formulagcdo, os
resultados das medidas de potencial zeta revelam que as vesiculas sao
carregadas negativamente. Valores negativos de potencial zeta eram esperados
para estas formulagbes, pois o fosfolipidio, Fosfatidilcolina de ovo, confere
superficies negativamente carregadas as vesiculas (LEVCHENKO, et.al., 2002).

Quanto a carga superficial, ndo foram constatadas alteragdes significativas
em decorréncia da incorporagdo de levofloxacino aos lipossomas, o que era
esperado, ja que em pH 7, apresenta-se, predominantemente, com seus grupos —
COOH desprotonado (-COQ) e o nitrogénio da amina terciaria (anel piperazinico)

encontra-se protonado (-R3N"H).
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5.3.4. Microscopia de Transmissao (MET)

Esta analise de microscopia de transmissao tinha por objetivo verificar de
forma qualitativa a presenca de levofloxacino (cristais) que nao foi encapsulado,
através da observacgao de dois tipos de estrutura, uma representando o lipossoma
e outra representando o levofoxacino. Algumas imagens obtidas estédo

representadas na Figura 23.

Figura 23: Imagens da Microscopia de Transmissdo da formulagdo lipossomal
varridas em diversas posi¢des do stub. A- Imagem em maior aumento da vesicula
lipossomal; B — Imagem de alguns lipossomas colapsados; C e D — Imagem da

parte externa da vesicula lipossomal.
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Foram analisadas diversas amostras, e em todas, observou-se a presenca
de estruturas esféricas, e algumas delas estando na sua forma colapsada. Nao foi
possivel diferenciar entre lipossomas e levofloxacino, provavelmente devido a uma
alteracdo estrutural na amostra durante o preparo da mesma.

Ha uma série de inconvenientes para a técnica de MET. Muitos materiais
requerem extensa preparacdo da amostra para produzir uma amostra fina o
suficiente para ser transparente aos elétrons, o que torna anadlise por MET um
processo relativamente demorado com um baixo volume de amostras (GLAESER,
2008). A estrutura da amostra também pode ser alterada durante o processo de
preparacao. Além de o campo de visdo ser relativamente pequeno, aumentando a
possibilidade de que a regido analisada ndo pode ser caracteristica de toda a
amostra. Ha um potencial que a amostra possa ser danificada por um feixe de
elétrons, especialmente no caso de materiais que apresentem caracteristicas
bioldgicas, como o lipossoma (constituigdo de lipidios e colesterol) (RAJENDRAN,
2008).

Uma alternativa para se utilizar desta técnica com amostras que sejam
sensiveis ao método de preparo seria fazer uso de Microscopia Crioeletrénica
(METSs). Esta técnica permite visualizar moléculas mais sensiveis como estrutura
molecular de proteinas e moléculas grandes, pois ocorre 0 congelamento da
amostra, preservando desta forma sua estrutura, em uma grade e obtendo as
imagens por deteccao de elétrons transmitidos (TIKSHDEEP, 2012).

Por MET se tratar de uma técnica néo conclusiva, e a ndo possibilidade de
usurfruir da METs, langou-se mao da microscopia para caracterizacao das

vesiculas lipossomais.

5.3.5. Analise por RMN de Fluor

Sabendo-se que apenas na estrutura do Levofloxacino existe atomo de fltior
e sua auséncia na formulacéo lipossomal, optou-se por realizar uma analise de
RMN de Fluor para verificar que modificagcbes poderiam ser observadas nos

espectros de levofloxacino encapsulado e nao encapsulado.
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Em ANEXOS 8.11 e 8.12 encontram-se o0s espectros obtidos do
levofloxacino e da formulacao lipossomal contendo o levofloxacino encapsulado.
Para que o sinal do 'F pudesse ser observado no espectro desta tltima, foram
necessarias 128 varreduras, enquanto que para a amostra de levofloxacino, em
mesma concentracao que a anterior, foram necessarias apenas 8 varreduras.

Embora n&o possa ser utilizada para quantificagdo direta, esta observacao
sugere que a quantidade de levofloxacino livre na preparacgao lipossomal era muito
baixa, pois foi necessario o acimulo de detecg¢ao do fluor em 128 varreduras.

Nos Espectros combinados de RMN-'°F em D,O do Levofloxacino e da
formulacao contendo o ativo (Figura 24), existe uma observagao importante a ser
ressaltada que é o alargamento na base do sinal no espectro da formulagao
contendo o levofloxacino encapsulado, em relagcao ao levofloxacino puro. Esse
alargamento do sinal esta relacionado a um tempo de relaxagao curto tipico de
materiais com baixa mobilidade, como no caso de macromoléculas (LEE,
et.al.,1997).

Levofloxacino ” | Formulagdo

\ \

|I h i

[ f \
_,,.;--:ﬁ_ﬁ,;;x.az \_

T T T
-121.6 -121.8 -122.0 -122.2 ppm

Figura 24: Espectros combinados de RMN-"F em D,O do Levofloxacino (em

vermelho) e da formulagéo contendo o levofloxacino (azul)
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5.3.6. Eficiéncia de encapsulamento do Levofloxacino

Além da quantificagdo do Levofloxacino realizada logo apés a obtengéo das
formulagdes lipossomais, quantificacdes posteriores foram realizadas para verificar
a reprodutibilidade das mesmas.

A seguir, serdo mencionadas as amostras denominadas por LP_30, LP_31,
LP_32 e LP_33, todas as formulagbes sdo compostas por 33,30% de
Fosfatidilcolina de ovo, 16,70% de Colesterol e 50,00% de Levofloxacino. O
processo de preparo foi através da: formacéo do filme lipidico seco a 39 °C, 280
rom; hidratagao e incorporagado do ativo a 60 °C por 1 hora redugcao do tamanho
das vesiculas por homogeneizagao de alta pressao a 700 bar, por recirculagao de
amostra a 5 minutos; retirada do ativo ndo encapsulado através de interacao
molecular com polimero.

Para essas formulagdes, LP_30, LP_31, LP_32 e LP_33 um total de 0,202
Mg de Levofloxacino foram detectados em cada, considerando assim esse valor
como 100,00% de ativo nas formulagbes. Os cromatogramas podem ser
visualizados em ANEXOS 8.13 a 8.16.

Na Tabela 10 encontram-se os resultados obtidos para as quantificagbes de
levofloxacino que nao conseguiram ser encapsulados, os cromatogramas podem
ser visualizados nos ANEXOS de 8.17 a 8.20.

Tabela 10: Porcentagem de Levofloxacino nao encapsulado

% de Levofloxacino

Formulagao Massa detectada (pg)
nao encapsulado
LP_30 0,044 21,70 £ 0,65
LP_31 0,044 21,70 £ 0,75
LP_32 0,045 22,30+ 0,83
LP_33 0,045 22,30 £ 0,57
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Para os ensaios de quantificagao de levofloxacino que nao conseguiram ser
encapsulados, as formulagées LP_30 e LP_31 apresentaram 0,044 pug de
Levofloxacino, correspondendo a 21,7% de Levofloxacino que ndo foram
encapsulados em cada formulagao.

Ja para as formulagdes LP_32 e LP_33 foram detectados 0,045 ug de
Levofloxacino cada, correspondente a 22,3% de Levofloxacino livre em cada
formulacao.

Através destes resultados, concluimos que aproximadamente, (78,00 %
0,30) % do levofloxacino da formulagdo foram encapsulados, um valor
considerado satisfatério devido a caracteristica hidrofilica do ativo e sua tendéncia
em ficar disperso na fase aquosa da formulacdo (NOMURA, et.al., 2005;
PERKINS, 2000). Uma possivel explicacdo para essa porcentagem de
encapsulamento pode ser devido a utilizagdo de alta presséo e velocidade
empregadas no momento da redugdo das vesiculas, favorecendo a entrada do
levofloxacino ao nucleo do lipossoma, que corresponde a regiao mais hidrofilico
da vesicula (BACHMANN, 1993), e também, pela alta concentragédo de solidos no
meio de hidratagdo favorecer que o levofloxacino prefira um meio hidrofilico que

esteja menos concentrado, ou seja, no nucleo do lipossoma (BERGER, 2001).

5.3.7. Teste de citotoxicidade

Considerando que o modelo de barreira hemato-encefalica que sera
utilizado é composto por células da linhagem NG97, € necessario mostrar que a
formulacao lipossomal preparada nao apresenta citotoxicidade para esta
linhagem. Assim, o levofloxacino livre, a formulagao contendo o mesmo e as
vesiculas lipossomais foram incubadas na cultura de células, conforme descrito na
metodologia e ndo apresentaram citotoxicidade, uma vez que a viabilidade celular
nao se alterou em relagéo ao controle. Essa observagéo possibilitou a realizagcéo
do teste com modelo de barreira que mimetiza a barreira hemato-encefalica, a ser

discutido a seguir.
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5.3.8. Estudo in vitro em modelo de barreira que mimetiza BHE

Este estudo teve por objetivo verificar in vitro se a formulagao lipossomal
consegue permear um modelo de barreira que mimetiza a BHE (LANCELLOTTI,
2011).

Sabe-se que a BHE apresenta juncbes celulares entre células endoteliais
adjacentes de dois tipos: juncdes aderentes e oclusivas (BALLABH et.al., 2004).
Nas jungdes aderentes, proteinas caderinas se ligam ao esqueleto de actina das
células endoteliais por meio de proteinas intermediarias, as cateninas (PETTY
et.al., 2002; BALLABH et.al., 2004). Essa interagcdo mantém as células adjacentes
interligadas e é essencial para a formacéao das jungdes oclusivas (ABBOTT et.al.,
2010).

As jungdes oclusivas da BHE consistem num sistema mais complexo de
proteinas transmembranas, as claudinas e as proteinas JAM (Junctional adhesion
molecule), e citoplasmaticas, dentre as quais se destacam a ocludina. Tais
proteinas formam um sistema interligado que interage com o esqueleto de actina
da célula (BALLABH et.al., 2004; ABBOTT et.al., 2010). Por ser a principal causa
da obstru¢ao da via paracelular de transporte de solutos, esse tipo de jungao é
responsavel pela principal funcdo da BHE: o controle da permeabilidade do SNC
(ENGELHARDT et.al., 2009; ABBOTT et.al., 2010).

Enquanto as células endoteliais constituem a barreira fisica de fato,
interacdes que envolvem outros tipos celulares sdo importantes para uma BHE
funcional. Acredita-se que os astrécitos, ou astroglia, sdo responsaveis pela
inducdo e manutengdo das propriedades dessa estrutura. O fato de o meio
condicionado por este tipo celular induzir a formacao de jungbes entre células
endoteliais in vitro sugere a participagdo de um ou mais fatores sollveis derivados
da glia no desenvolvimento da BHE (BALLABH et.al., 2004; HASELOFF et.al.,
2005). Ainda, de acordo com o estudo publicado por JANZER e RAFF (1987),
astrocitos, células da neurdglia, sdo capazes de induzir propriedades de BHE em

células endotelial ndo-cerebrais.
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Sabendo dessa interagao celular, pesquisadores do Instituto de Biologia da
UNICAMP, desenvolveram um modelo de barreira que mimetiza a BHE
(LANCELLOTTI, 2011; PEREIRA, 2011), Figura 25.

I:> Inserto de poro 0,4 um

Regido de coleta da amostra para

v

quantificagao — dentro do inserto

wc ) I 0-[0 Células HEC- 1B
v } 1 mm E Células NG 97

Regido de coleta da amostra para

quantificacdo — fora do inserto

Figura 25: Modelo de barreira que mimetiza a BHE

Por ser um modelo inicial, limitagbes técnicas estdo presentes, como por
exemplo, uma das amostras a serem coletadas para quantificagdo serem retiradas
do espaco de 1 mm que separa a camada de célula HEC-1B da camada de célula
da NG-97, conforme pode ser visualizado na Figura 25.

Segundo LANCELLQOTTI, et.al., o ideal, seria que essas células HEC-1B e
NG-97 estivessem em contato, ou seja, no lado de dentro do inserto ter uma
camada de células endoteliais, e no lado de fora do inserto uma camada de
células neuronais, em um arranjo do tipo sanduiche, separadas apenas pela

parede do inserto que apresenta poro de 400 nm, (Figura 26).
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AMOSTRA l Células HEC- 1B

E Células NG 97

olo|ofofolo R
= . e . e I, » Inserto de poro 0,4 um
N

— > Local de retirada da amostra (fora do inserto)
para quantificacao

Figura 26: Modelo mimético de BHE, na forma sanduiche

Com esse modelo “sanduiche”, seria possivel que a amostra retirada para
quantificacdo fora do inserto representasse a passagem dos lipossomas pelas
células HEC-1B e NG-97 concomitantemente e ndo apenas pela passagem da
célula HEC-1B, como foi realizado.

No entando, devido a dificuldade que as células apresentam para se
aderirem na parte inferior externa do inserto, até o momento, tecnicamente esse
sistema “sanduiche”, ndo se mostra viavel.

Frente a essa inviabilidade e mesmo com a limitagdo apresentada pelo
sistema atual, optamos por realizar o ensaio com o modelo desenvolvido por
LANCELLOTTI, et.al., pois se percebe que essas células HEC-1B e NG-97
quando presentes no sistema, apesar de ndo estarem em contato direto, ocorre
algum tipo de interacdo e as células passam a se comportar como uma barreira.
Essa conclusao pode ser tirada através de um ensaio por infeccdo por N.
meningitidis. A passagem do meningococo pelo modelo de barreira, proporcionou
uma maior expressao de quimiocinas em células NG97 comparada a expressao
de quimiocina a células NG97 e Hec-1B cultivadas isoladamente (LANCELLOTTI,
2011).
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No ensaio realizado coletamos 2 tipos de amostras: no inserto, ou seja,
lipossomas que nao conseguiram passar pela barreira, e fora do inserto, ou seja,
lipossomas que permearam a barreira.

Na parte superior da Figura 27 pode-se evidenciar as amostras coletadas
dos insertos, no tempo zero, visualizadas em luz UV 365 nm. Na parte inferior
desta imagem, pode-se visualizar as amostras coletadas fora dos insertos (no
espaco de 1 mm compreendido entre as células HEC-1B e NG-97), apds 8 horas
de inicio do teste, ou seja, que passaram pela barreira nesse periodo.

Nessa leitura, observa-se de forma qualitativa, que apenas a amostra
contendo levofloxacino encapsulado em lipossomas, denominado por LP_14,
fluoresce em ambos os compartimentos, ou seja, dentro e fora do inserto.
Enquanto que o levofloxacino livre se mostra presente na amostra do inserto, mas
nao € visivel na amostra fora do inserto. Essa informagdo corrobora com
discussbes que se tem na literatura quanto a dificuldade que o levofloxacino
s0zinho possui para passar pela BHE (FORLENZA, 2005; ZHANG, 2009).
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Controle
LP_10 LP_12 LP_14 LP_14 Levofloxacino

'R

Antes da passagem pela barreira — Tempo 0 horas

negativo

Apos passagem pela barreira - Tempo 8 horas

Figura 27: Fotografia dos eppendorfs com os contetdos e insertos (0 h) e dos

pocos (8 h) visualizados ultravioleta 365 nm.

Os resultados obtidos sdo promissores, indicando que o levofloxacino livre
apresenta dificuldades para permear a barreira (ZHANG, et.al., 2009), enquanto
que na formulagao lipossomal, esse transporte pareceu estar facilitado.

No entanto, a certeza de que a formulagdo lipossomal conseguira
atravessar a BHE através das jungdes justapostas sé sera possivel, mediante
teste in vivo, mas ainda nao existe nenhum modelo desenvolvido (VU, et.al.,
2013).

Frente aos resultados qualitativos obtidos com esse ensaio, as amostras
retiradas no inserto e fora dele foram quantificadas e os resultados serao

apresentados a seguir.
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5.3.9. Quantificagdo por HPLC das amostras estudadas in vitro pelo modelo

de barreira hemato-encefalica

Ao término do ensaio da passagem pela barreira que mimetiza a BHE, as
amostras foram coletadas fora e dentro do inserto no periodo de 1, 3, 8 e 24 h
apds o inicio do experimento e quantificadas por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Esta metodologia foi escolhida por ser bem difundida para quantificagao de
pequenas e grandes moléculas, por ser versatil, relativamente rapida e que nao
necessita de grande quantidade de amostra.

O calculo para a quantidade correspondente a 100,00% de levofloxacino foi
feito da seguinte maneira:

Cada inserto, continha 175 uL de suspensao lipossomal a 13000 ug/mL de
levofloxacino encapsulado, ou seja, 2275 ug de Levofloxacino.

Ao acrescentar 175 yL do meio, a concentracao de levofloxacino em cada
inserto passou a ser de 6500 pg/mL.

Apds a coleta da amostra para quantificagdo as amostras de lipossomas
foram rompidas com metanol, e posteriomente, diluicbes foram feitas, conforme
descrito no item 4.5.7.1, de forma a se obter uma concentragado de Levofloxacino
tedrica de 0,202 pg/mL, valor esse considerado como 100% para efetivacao dos
célculos.

Conforme podemos visualizar na Tabela 11, apds 1 hora do inicio do teste,
apenas 0,025 pg de levofloxacino foram encontrados fora do inserto,
correspondendo a 12,37% dos lipossomas contendo Levofloxacino que passaram
pela barreira, restando, portanto 0,176 ug de levofloxacino encontrados no inserto
antes da passagem (87,12%).

Apdés 3 horas, 0,045 pg de levofloxacino foram encontrados apds a
passagem pela barreira, fora do inserto, correspondendo a 22,27%, enquanto,
0,157 ug de levofloxacino foram encontrados no inserto, correspondendo a

77,72% que nao conseguiram atravessar a barreira.
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Com 8 horas de teste, 50,00% da formulagao, (0,101 ug de levofloxacino)
haviam conseguido passar pela barreira, e apos 24h aproximadamente 69,00%,

0,140 ug de levofloxacino, havia passado pela barreira.

Tabela 11: Quantificagdo da amostra LP_14 obtida no teste de barreira

Tempo de coleta Local da retirada % de Levofloxacino
Massa (ug)
da amostra da amostra encontrado
1 hora Inserto* 0,176 87,12 + 0,97
1hora Fora do inserto** 0,025 12,37 + 0,76
3 horas Inserto* 0,157 77,72 £0,93
3 horas Fora do inserto** 0,045 22,27 +0,85
8 horas Inserto* 0,102 50,49 + 0,64
8 horas Fora do inserto** 0,101 50,00 + 0,57
24 horas Inserto* 0,064 31,68 + 1,00
24 horas Fora do inserto** 0,140 69,31 £ 0,98

*Inserto: onde estavam alocadas as células HEC-1B

** Fora do inserto: espago de 1mm entre a célula HEC-1B e NG-97

Esse resultado se mostrou satisfatério para o proposto, ja que o
Levofloxacino que ndo estava encapsulado pelo lipossoma apresentou
dificuldades para permear a barreira, enquanto que o levofloxacino encapsulado
pareceu estar facilitado a permeacgao.

Frente a essa informagéo, e sabendo que apenas 78% dos 650 mg de
levofloxacino adicionados a 50 mL de formulacdo conseguem ser encapsulados,
tem-se que 10,14 mg/mL (0,028 mmol/L) de levofloxacino estéo disponiveis para
passar a barreira. Desses, apenas 69,31% se mostraram factiveis de permearem
a barreira, ou seja, 7,02 mg/mL (0,019 mmol/L). Como a concentragao observada
para inibir a agregacgaoffibrilogénese do peptideo [B-amildide €& de

aproximadamente 0,200 mmol/L (HUBER, 2012), espera-se que um volume de
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aproximadamente 10 mL da formulagao seja suficiente para inibir a agregacao de
forma representativa.

Os Cromatogramas das analises temporais realizadas para cada uma das
amostras retiradas dos insertos e fora dos insertos estdo representadas nos
ANEXOS 8.21 2 8.28.

5.3.10. Estabilidade do lipossoma frente ao seu tamanho

Alteracdes fisicas, como agregacdo de vesiculas, fusdo entre bicamadas
lipidicas e extravasamento de farmacos sao fatores que afetam a vida util de
amostras lipossomais (ZHANG, 2005; ZUIDAM, 2003).

Um dos parametros importantes a ser acompanhado para vesiculas
lipossomais € sua estabilidade quanto ao tamanho inicial, pois quanto menor o
tamanho da vesicula, maior e sua instabilidade e tendéncia a se agregar
(MONKKONEN, et.al., 1994).

Sabe-se que é possivel promover a estabilizacdo das vesiculas lipossomais
contra a agregacgao/fusao, adotando diferentes estratégias. Dentre elas, podemos
citar a inclusao de lipideos carregados negativamente, como fosfatidilglicerol e
afins, na bicamada, ou ainda, o acoplamento de polimeros sintéticos hidrofilicos as
bicamadas, como o poli(etiieno glicol), formando lipossomas peguilados
(HASHIZAKI, 2003).

As vesiculas lipossomais preparadas neste trabalho apresentam carga
negativa, de acordo com os valores de potencial zeta, sugerindo ent&o
estabilidade. Entretanto, como o tamanho das particulas é pequeno (~100nm), um
requisito para atravessar a BHE, estas poderiam entdo sofrer um processo de
agregacéao, indicando assim uma baixa estabilidade. Desta forma, julgamos
necessario fazer um estudo de estabilidade dessas vesiculas de forma a garantir a
melhor forma de armazenamento da formulacgao.

O estudo consistiu em medir periodicamente (periodo de 3 a 30 dias) o
tamanho das vesiculas lipossomais. Os resultados se encontram visualizados na
Tabela 12.
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Tabela 12: Tamanhos das vesiculas lipossomais no periodo de 30 dias para

estudo de estabilidade

Dias apds preparo Tamanho da vesicula
da amostra lipossomal (nm)
0 90,56 + 0,70
3 91,28 +1,25
10 105,40 £ 0,90
20 114,82 + 1,12
30 116,32 £ 0,75

A primeira anadlise foi realizada imediatamente apds o término da etapa de
reducdo do tamanho das vesiculas por homogeneizacdo de alta pressao,
conseguindo um tamanho médio de (90,56 + 0,70) nm.

As demais analises foram realizadas 3 dias, 10 dias, 20 dias e 30 dias apos
a homogeneizagao, obtendo um tamanho médio de vesicula lipossomal de (91,28
+ 1,25) nm, (105,40 £ 0,90) nm, (114,82 + 1,12) nm e (116,32 + 0,75) nm,
respectivamente.

O aumento das vesiculas durante esses 30 dias foi de 25,76 nm. Através
desta analise evidenciamos que ndo houve aumento consideravel no tamanho das
vesiculas, indicando certa estabilidade do lipossoma (HEATH, et.al., 1995). Essa
estabilidade pode ser justificada pela carga superficial negativa que os lipossomas
apresentam.

Os testes tiveram que ser interrompidos com 30 dias apds o preparo da
amostra, pois houve crescimento de micro-organismo, o que pode ser explicado
por tal amostra nao ter sido armazenada em frasco estéril.

Devido a essa interrupgdo, nao foi possivel concluir a melhor forma de
armazenamento da formulacao.

Nos ANEXOS 8.29 a 8.33, podem-se visualizar as curvas de distribuicao de

tamanhos das vesiculas lipossomais obtidas.
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6. CONCLUSOES
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Durante o desenvolvimento deste trabalho foram preparadas diferentes
formulacdes lipossomais contendo o antimicrobiano Levofloxacino.

Dentre todas as formulagbes estudadas, as que apresentaram eficiéncias
de encapsulagdo de Levofloxacino mais elevadas foram as formulagbes com
composicao de Fosfolipidio (33,30%): Colesterol (16,70%): Levofloxacino

(50,00%).

De forma a conseguir um filme lipidico delgado utilizou-se do método de
preparo. a técnica da formagdo do filme lipidico seco e incorporagdo do
levofloxacino de forma passiva sendo que os parametros estabelecidos nesta

etapa do processo consistem de uma velocidade de rota-vapor para evaporacio
do cloroférmio de 280 rpm e temperatura de evaporagao de 39 °C.

Para hidratagao e incorporag¢ao do ativo, uma temperatura de 60°C em um
tempo de 1h foi suficiente para permitir um encapsulamento de 78,00%.

A redugdo do tamanho das vesiculas inicialmente formadas foi feita por
homogeneizagao de alta pressao (700 bar). O tamanho médio das particulas foi
préoximo a 100,00 nm, atingindo desta forma o proposto para o projeto.

Os lipossomas preparados mostraram-se estaveis quanto a auto-
agregacgao, por um periodo de 30 dias, de acordo com medidas temporais de
tamanho de particula. Esta estabilidade, apesar do tamanho pequeno ser
favoravel, pode ser atribuida a carga negativa das particulas -15,1 mV, por
conterem fosfolipideos em sua composicéo.

Estudos in vitro em modelo de barreira contendo células HEC-1 e NG97,

mimetizando a BHE, mostraram que a formulagdo atravessa a barreira formada
por essas células, sugerindo que a entrega de levofloxacino para o SNC é factivel

de ser estudada de forma mais especifica.
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8. ANEXOS
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8.1. Espectro de RMN — 'H do Levofloxacino (250 MHz, CDCls)

Cikele "Lv0l" cdel2/250mhz  ago26wanHl

[rorrrrTTT [rorrrrTTT frorrreTeT prorrreTTE frorrrreTT prorrrreTT prorrrreTT [rorrrTTTT [rorrreTTT T
9 8 7 ] 5 4 3 2 1 Ppm
Il | NN 11 UL
= & I a 2a 8
- o olla|- 0 o en ™
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8.2. Espectro de RMN- "*C do Levofloxacino em (62,5 MHz, DMSO-dj)

Cibelle LV-01 - DMSO - Bruker 250 MHz - ago3CwanCl
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8.3. Espectro de infravermelho (KBr, cm™) do Levofloxacino

A

Transmitancia

70 -

B0 -

50 ~

40 .

30—

20 4

10

TLTET

CEELT-

3500 3000 2500 2000

Mirmero de onda (crme)
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8.4. Espectro de Massas (baixa resolugdo) do levofloxacino: amostra

(superior), padrao (inferior)

CIBELLE_LCO1 4 (0.037) Sm (SG, 2x2.00); Cm {4:6) Scan ES+
100+ 382, 1.34e7
LI
o T T T 7 T P T T T T T T T T T T T . T T T T T T T T T 1 Mz
220 240 280 280 200 az0 240 260 280 400 420 440 480 480 200
CIBELLE_LCOD1 4 (0.037) Cn (Top.2, Ht); Sm (SG, 2x2.00); Cm (2:7) Scan ES+
100+ 362, 1.34e7
#
O~ T T T T T T T T T e I e [ O T O T T I T mYE
220 240 280 280 300 320 240 260 a0 400 420 440 480 480 0

109



Dissertacdo de Mestrado Cibelle Rossi Teixeira

8.5. Distribuicdo de tamanho da vesicula lipossomal sem a redugdao do

tamanho da vesicula, logo ap6s o0 momento de hidratagcao

Volume (%)

# — LP 0@ sem panda
—— LP_00 sem_panda
T LS S | T T T L3 | T T T L | T T LIS | T
0.4 1 2 4 @ 10 20 40 &0 100 200 400 1000 2000

Tamanho (nm)

8.6. Distribuicdo de tamanho da vesicula lipossomal da formulagao obtida

através da reducgao do tamanho das vesiculas por Mini extrusora, membrana

de 400 nm
Size (rnm): % Intensity Width {r.nm):
Z-Average (rnm); 1956 Peak 1: 250,3 100,0 1043
Pdl: 0,204 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,841 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Irtensity (%)

15

10

Size Distribution by Intensity

1000 10000

Size (r.nm)

Record 17: LPO1 1
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8.7. Distribuigao de tamanho da vesicula lipossomal da formulagdao obtida
através da redugcdao do tamanho das vesiculas por Extrusora a vacuo,

membrana de 100 nm

20000
19000
18000
17000
16000
13000
14000
13000
12000
11000
10000
o000
2000
000
6000
5000
4000
3000
2000
100o

Densidade de distribuigho § 1imm

Ll I N T T T T T T A N O I Y T ™ I
0 60 70 B0 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 120 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Tareanho de partionla f nea

[
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8.8. Distribuicdo de Tamanho de vesicula lipossomal obtida pelos processos
ML_E para a formacgao do filme lipidico seco, método ML_08 para a etapa de
hidratagcao do filme lipidico e incorporagdao do Levofloxacino e método

ML_11.3 para a redugao do tamanho das vesiculas lipossomais

32000

rrpirrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rrrrrr1rr1rr1rr1rr1r 1111 1111 1T T T
30000
28000
26000
24000
22000

i L

20000

wigio

12000

16000

Densidads ds distrs
2 &
= =

10000
2000
G000
4000
2000
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S0 60 70 20 90 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Tarmanho de particala f mm
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8.9. Potencial Zeta — Formulagao lipossomal

Mean {mV) Area (%)
Zeta Potential (mV): -151 Peak 1: -15/1 100,0
Zeta Deviation (mV): 4,90 Peak 22 0,00 0,0
Conductivity (mSfcm): 0,236 Peak 3: 0,00 0,0

Result quality :

Cibelle Rossi Teixeira

Width {mV)
490
0,00
0,00

Zeta Potential Distribution

400000
300000
n
t
3
2 200000
[
k=l
[
100000
0
=200 =100 0 100 200
Zeta Potential (mv}
Record 15: LPO1 1]
8.10. Potencial Zeta — Lipossomas vazios
Mean (mV) Area (%) Width (m\f)
Zeta Potential (mV): -209 Peak 1: -2008 100,0 5,50
Zeta Deviation (mV}: 5,50 Peak 2. 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 0,0995 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

300000

200000

Total Counts

100000

-200 -100 0
Zeta Potential (mV)

Record 18: LP02 1]

100 200
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8.11. Espectro de RMN-19F do Levofloxacino em D,O. Em destaque o numero de varreduras realizadas (NS = 8)

-121.91

=

T T T T T P e e T T 1T i B i P A e o e

-8 -90 -85 -100 -105 -110 -115 -120

T T T

MAME wanda-ativo
2

EXPNO

PROCMO 1
Date_ 20120920
Time 10.09

INSTRUM ei?ed
PROBHD s mm PABBO BB/
PULPROG  zglhiggn.2

TD 131072
SOLVENT D20

NS 8

1]
SWH 34722223 Hz
FIDRES 0.264910 Hz
AQ 1.8874868 sac
RG 144
Dw 14,400 usec
DE 6.50 usec
TE 2082 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
Di2 0.00002000 sac
TDO 1

SFOn 470.2925005 MHz
NUC1 19F

P 16.50 usec

= 131072

SF 470.3477330 MHz
WDOW EM

SSB 0

LB 2.00 Hz

GB 0

PC 1.00
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8.12. Espectro de RMN-19F da formulagao em D,0. Em destaque o niumero de varreduras realizadas (NS = 128)

I3 NAME wanda-formulacao
= EXPNO 2
& PROCNO 1
- Date_ 20120920
! Tima 10.21
| INSTRUM spect
EBEF?I?EG 5 mmthABBD BB/
2 2
;gLVENT Ii!‘:%?égqn
—=NS 128
DS 1]
SWH 34722223 Hz
FIDRES 0.264910 Hz
AQ 1.8874868 sec
RG 144
ow 14,400 usec
DE 6.50 usec
TE 2982 K
D1 1.00000000 sac
D1 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
e CHANMNEL f1 ===
SFOn 470.2925005 MHz
NUC1 19F
P1 16.50 usec
Sl 131072
SF 4703477330 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 2.00 Hz
GB 0
PC 1.00
—-—-—-—'_"'_"'_'_H
i | | B 1 i I e [ e T {1 T ! i B
=90 -85 =100 =105 =110 =115 =120 =125 =130 =135 =140 ppm
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8.13. Eficiéncia de Encapsulamento - Cromatograma de quantificagao
total da amostra LP_30

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: 19fev-ami Acquired By Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Name:  19fevi3
Vial: 1 Acg. Method Set: cib_ms
Injection #: 1 Processing Method  Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 2898 Ch1 215nm@1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chni. Descr.: 2998 Ch1 215nmiE@1.2nm
Date Acquired: 2192013 8:57:41 AM BRT

Date Processed:

2119/2013 12:03:29 PM BRT

012
0.0
005

= 0.08
0.0
.02

0,00

——tewnfioeact

i
TUNN. W . W—

L.oo

0.50

1.00

1580

2.50
Minutes

.00

.50

4.00

T
an 4.50

fd

Channel: 2998 Ch1 215nmi@1.2nm;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Processed ; .
Channel Descr Peak Name | RT Area | % Area | Height | Amount | Units
1| 2898 Ch1 215nm@1.2nm | levofloxacing | 1.704 [ 376910 | 100.00 (125152 0.202 | ug
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8.14. Eficiéncia de Encapsulamento - Cromatograma de quantificagao

total da amostra LP_31

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 1Bfev-ami2 Acquired By: Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Name:  18fevi3
\fial: 12 Acg. Method Set: cib_ms
Injection # 1 Processing Methed Levofloxacino_cibelle_pm
Imjection Volume: 20,00 ul Channel Manme: 2888 Ch1 215nmi@ 1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2088 Chi 215nmi@ 1.2nm

Date Acquired: 212013 10:0:58 AM BRT
Diate Processed: 2M8/2013 12:03:20 PM BRT

u.12—f
I:|.1|:|—f
-
?_-EI.DE—E
-
] |
u.m—f— ———r"ﬁ\_v__f"n\- . I'\- e 4
obt "ok T ibe T T ik T T ebe T ek T ahe’ T ake T ube T uhe T she

Minutes
Channel: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2208 Chl 215nmi@1.2nm; Result id: 1721;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2908 Ch1 215nm@1.2nm | levofioxacino | 1.704 | 376810 | 100.00 ( 125152 0.202 |ug

Peak Mame | RT Area  |% Area | Height | Amount | Units
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8.15. Eficiéncia de Encapsulamento - Cromatograma de quantificagao
total de amostra LP_32

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: Tefev-am13 Apquired By: Ricardo

Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3

Vial: 13 Aecq. Method Set cib_ms

Injection # 1 Processing Method Levofioxacing_cibelle pm
Imjection Volurne: 2000 ul Chanmel Mame: 2888 Ch1 215nm{@ 1.2nm
Run Timne: 5.0 Minutes Proc, Chnl. Descr.; - 2008 Chi 215nmiE@ 1.2nm
Diate Acquired: 2112013 10:08:44 AM BRT

Diate Processed: 2M18/2013 12:03:20 PM BRT

.112—5
':I.1IJ—E
&
2-::-5—
o
l:I.I:rZ—S | ||
wi A AL
abo "ol T ke T s T zhe T 2ED T Ghe T T 3R T b T T Wk 77 she

Mnes
Channed: 2888 Cht 215nmE1.2nm; Processed Channel: 2808 Chl 215nmi@ 1.2nm;  Result i 1720;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2888 Ch1 215nmi@ 1.2mm | levofioxacing | 1.704 [ 376010 | 100.00 | 125152 0202 |ug

Peak Mame | RT Arsa | % Area | Height | Amount | Linits
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8.16. Eficiéncia de Encapsulamento - Cromatograma de quantificagao
total de amostra LP_33

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 18fev-ami4 Aoquired By: Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3
\ial: 4 Acg. Method Set: cib_ms
Injection #& 1 Processing Method  Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Viclume: 2000 ul Channel Mame: 2858 Ch1 215nmd@1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2888 Ch1 215nmd@1.2nm

Date Acquired: 21872013 10:12-28 AM BRT
Date Processed: 2182013 12:03:286 PM BRT

u.12—f
u.m—f
una-
?_-IZI.DE—S
um—
o |
u.m—f— ___.J'\_V_J'“\_ i \ = sapsazz
ob’ " T el T ibe T T ik T T ebe’ T T b T ahe T Ghe T ube T Wk T she

Minutes
Chamnel: 2888 Chi 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2288 Ch1 215nm@1.2nm;  Result id: 1718;
Processing Method: Levofloxacimo_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2888 Ch1 215nm@1.2nm | levofloxacino | 1.704 | 376810 | 100.00 | 125152 0.202 (ug

Peak Mame | RT Area | % Area | Height | Amount | Uinits

119



Dissertagao de Mestrado Cibelle Rossi Teixeira

8.17. Cromatograma de quantificagcao do Levofloxacino nao encapsulado

na formulagao LP_30

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: 19fev-am2 Acquired By: Ricardo

Sample Type: Unknown Sample Set Name: 19fev13

Vial: 2 Acqg. Method Set: cib_ms

Injection #: 1 Processing Method Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Date Acquired: 2M19/2013 9:03:26 AM BRT
Date Processed: 2/19/2013 12:03:29 PM BRT

0.02%

- FE—

g o
5]

(=]
=2
PR

A
=]
2
7

o
=]

>
|.
[
!

0.00 0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00 4.50 5.00
Minutes

Channel: 2998 Ch1 215nm@1.2nm; Processed Channel: 2998 Ch1 215nm@1.2nm; Result Id: 1731;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Processed
Channel Descr.

2998 Ch1 215nm@1.2nm | levofloxacing | 1.707 | 73396 | 100.00 | 23540 ( 0.044 | ug

Peak Name | RT | Area |% Area | Height | Amount | Units

-
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8.18. Cromatograma de quantificagdo do Levofloxacino livre na
formulagao LP_31

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 18fev-ami11 Acquired By: Ricardo

Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3

ial: 11 Ang. Method Set cib_ms

Imjection # 1 Processing Method Levofloxacino_cibelle _pm
Injection Volume: 20,00 ul Channel Mame: 2888 Ch1 215nmd@ 1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2898 Ch1 215nmi 1.2nm

Date Acquired: 2182013 8:55:13 AM BRT
Date Processed: 21872013 12:03:20 PM BRT

0.5
0.020] %

0.015

.,_-u.nu:é
f ||r|1| |I
] | | \
A

0.005

D.-JL‘I D.!S{:-I o Ii.|III i Ii.h]‘ T IZ'III o IZ&II i I3L|III o I&%ﬂl i I-It':l:ll i Id.&ll o IE.II

Mnues
Channel: 2088 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Chanmel: 2288 Ch1 215nmi@1.2nm; Result Id: 1722;
Processing Method: Levofloxacing_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

Peak Mame | RT | Area | % Area |Height | Amount | Units

2808 Ch1 215nm@1.2nm | levofioxacing | 1.707 | 73306 | 100.00 | 23540 | 0.044 | ug
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8.19. Cromatograma de quantificagdo do Levofloxacino

formulagcao LP_32

Cibelle Rossi Teixeira

livre na

SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: 19fev-am16 Acquired By: Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Name:  19fev13
Vial: 16 Acqg. Method Set: cib_ms
Injection #: 1 Processing Method Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.. 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Date Acquired: 2192013 10:24:00 AM BRT
Date Processed: 211972013 12:03:29 PM BRT

W RO | - /
0.000H——
. ‘H\'.f -

0.50

1.00

1.50

200

—TTT
250
Minutes

3.00

0.00 3.50 4.00

4 50

5.00

Channel: 2998 Ch1 215nm@1.2nm; Processed Channel: 29938 Ch1 215nm@1.2nm; Result Id: 1717;

Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Processed 5 :
Channel Descr. Peak Name | RT | Area |% Area | Height | Amount | Units
1] 2698 Ch1 215nm@1.2nm | levofloxacine | 1.707 | 75102 | 100.00 | 24284 | 0.045 | ug
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8.20. Cromatograma de quantificagdo do Levofloxacino

formulagcao LP_33

SAMPLE INFORMATION

Cibelle Rossi Teixeira

livre na

Sample Name: 1Gfev-am18 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name;
\fal: 18 Acg. Method Set:
Injection #: 1 Processing Mathod
Injection Volume: 20,00 ul Channel Name:
Run Time: 5.0 Minutes Prac. Chnl. Descr.:

Date Acquired: 2/19/2013 10:35:31 AMBRT
Date Processed:  2/15/2013 12:03:29 PM BRT

Ricardo
19fev13
cib_ms

Levofloxacino_cibelle_pm
2998 Ch1 215nm@1,2nm
2998 Chi 215nmgR1.2nm

0025
D020

o1
= J
< oot

Q.00

000

T .
181 i] 050 1.00
Minutes

L e . | T L e e
1.50 200 250 3.00

™1
s

—TT
4,00

T
4.50 5.00

Channel: 2998 Ch1 21Snm@1.2nm; Processed Channei: 2998 Chi1 215nmé@1.2nm; Result id: 1725;

Processing Method: Levoflooacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2n

m

Processed

Channal Destr: Peak Mame | RT | Area | % Area

Height

Amount

Units

-

2998 Ch1 215nm@1.2nm | levofioxacing | 1.707 | 75208 | 100.00

24313

0.045
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8.21. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma, amostra retirada fora do

inserto - tempo de 1 hora do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 18fev-amT Acquired By Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3
\ial: T #Acg. Method Set cib_ms
Imjection # 1 Processing Method Levofloxacino cibell2_pm
Injection Volume:  20.00 ul Channel Mame: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm
Rum Time: 5.0 Minutes Proc. Chinl. Descr.: 2888 Ch1 215nmd@ 1 2nm

Diate Acquired: 212013 8:32:12 AM BRT
Diate Processed: 2182013 12:03:20 PM BRT

LIES *

2015]

u.ms—f

-:I.ﬂ:IE—E
: ““‘* |m|

) ~ U

i e A \ | '\m-i-_r_,__fx_n_ e

-n.u:rz—; Iln'ﬁ“I

(T T AT~ AR ™ Y " N TR " MY " T "R
Mnutes

Channel: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2888 Ch1 215nmi@1.2noe  Result id: 1726;

Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Processed :
Channel O : FPeak Mame | AT | Area | % Ares |Height

2888 Ch1 215nmi@ 1.2nm | levoflowacino | 1.710 | 38160 | 100.00 | 12244 | 0.025| ug

Armount | Units
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8.22. Teste Modelo de Barreira- Cromatograma, amostra retirada do

inserto - tempo de 1 hora do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: 18fev-am3 Acquired By: Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3
ial: 3 Acg. Method Set: cib_ms
Imjection 3 1 Processing Methed  Levofloxacino_cibelle_pm
Imjection Volume: 20,00 ul Channel Mane: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2088 Ch1 215nmi@1.2nm
Date Acquired: 21872013 8:09:11 AM BRT
Date Processed:  2/18/2013 12:03:20 PM BRT

0.4
008

10.05

Al

.04
- H

.;|_|;.;|_E_ N n.l I'\_ i g _ _
obo om0 b T il T 2he T T ek T Tabe 7GR T abe T Wh T T she

Minutes

Channel: 2098 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2908 Ch1 215nmi@1.2nm;  Result id: 1730;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2808 Ch1 215nm@1.2nm | levoficxacing | 1.708 | 327605 | 100.00 | 108675 | 0.176 |ug

Peak Mame | RT Area | % Area | Height | Amount | Units
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8.23. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma, amostra retirada fora do

inserto - tempo de 3 horas do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 18fev-ami Acquired By: Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  1Bfevi3
\ial: 2] Acg. Method Set: cib_ms
Injection # 1 Processing Method Levofloxacino_cibelle_pm
Imjection Volume: 20,00 ul Channel Nanme: 2888 Chi 215nmi@ 1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm

Date Acquired: 2118/2013 9:37:58 AM BRT
Date Processed: 2182013 12:03:20 PM BRT

0.025

A i

0.020
0.015]
< 0.0

0.005 |

] M ||
i 1
- - LR S YRS — e
2000 —m\lhf_\*'l

obe o500 tbo’ T T ake T T zbe’ T Tehe T T abe’ T ek T wbe T el T 7 sl

Minuias

Channel: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2888 Ch1 215nm{@1.2nm;  Result Id: 1725;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2008 Ch1 218nmi@ 1.2nm | levofloxacino | 1.707 | 75208 | 100.00 | 24212 | 0.045|ug

Peak Mame | RT | Area | % Area | Height | Amount | Uinits
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8.24. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma, amostra retirada do

inserto - tempo de 3 horas do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 1Efev-amd Acquired By: Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3
\ial: 4 Acg. Method Set: cib_ms
Injection # 1 Processing Method Levofloxacino_cibelle_pm
Imjection Volume: 20,00 ul Channel Mame: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm

Date Acquired: 2112013 8:14:58 AM BRT
Date Processed: 2182013 12:03:20 PM BRT
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Mnutes

Channel: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2888 Chi1 215nm@1.2nm;  Result id: 1725;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2908 Ch1 215nmi@1.2nm | levofioxacino | 1.708 | 280820 | 100.00 | 86573 | 0.157 | ug

Peak Mame | RT Area | % Area | Height | Amount | Units
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8.25. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma, amostra retirada fora do

inserto - tempo de 8 horas do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mamme: 18fev-ami Acquired By Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  TBfevi3
Vial: o Acg. Method Set cib_ms
Imjection # 1 Processing Methed Levofloxacino_cibella_pm
Imjection VWolume: 2000 ul Channel Mams: 2888 Ch1 215nmiE1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chil. Descr.: 2888 Ch1 215nmi@ 1 2nm

Diate Acquired: 212013 B:43:43 AM BRT
Diate Processed: 2182013 12:03:28 PM BRT
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Channel: 2888 Ch1 215nm@1.2nm; Processed Channel: 2888 Ch1 215nm@1.2nme  Result i 1724;
Processing Method: Levoflosacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channal Descr.

2888 Ch1 215nm@ 1. 2nm | levofioxacino | 1.707 | 182800 | 100.00 | 80180 |  D.1071| ug

Peak Mame | BT Area | % Area | Height | Amount | Units
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8.26. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma da amostra retirada do

inserto - tempo de 8 horas do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 18fev-ams Acquired By Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3
\ial: 4] Ang. Method Set cib_ms
Imjection #& 1 Processing Methed Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Volume: 2000 ul Channel Mame: 2888 Ch1 215nmd@ 1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2888 Ch1 215nmiE 1.2nm

Date Acquired: 2182013 B:20:42 AM BRT
Diate Processed: 2182013 12:03:208 PM BRT
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Mnuwies

Channel: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2888 Chi 215nm{@1.2nm; Result Id: 1728;
Processing Method: Levofloxacino_cibelle_pm

Processed Channel Descr.. 2998 Ch1 215nm@1.2nm
Processed
Channel Descr.

2808 Ch1 215nmi@1.2nm | levofloxacino | 1.708 | 184416 | 100.00 | 80673 | 0.102 | ug

Peak Mame | RT Area  |% Area | Height | Amount | Units
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8.27. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma, amostra retirada fora do

inserto - tempo de 24 horas do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 18fev-am10 Aoquired By Ricardo
Sample Type: Unknown Sample Set Mame:  18fevi3
Vial: 10 Acg. Method Set: cib_ms
Imjection # i Processing Method  Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Viclume: 2000 ul Channel Mame: 2858 Ch1 215nmiE1.2nm
Run Time: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm

Date Acquired: 2182013 8:48:28 AM BRT
Diate Processad: 2Me2013 12:03:28 PM BRT
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Mnutes

Chamnel: 2888 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Channel: 2888 Ch1 215nm{@1.2nm;  Result Id: 1723;
Processing Method: Levofloxacimo_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Frocessed
Channel Descr.

2908 Ch1 215nmi@1.2nm | levoficxacino | 1.708 | 258810 | 100.00 [ 85753 | 0.140) ug

Peak Mame | RT Area | % Area | Height | Amount | Units
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8.28. Teste Modelo de Barreira - Cromatograma, amostra retirada do

inserto - tempo de 24 horas do teste da barreira

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: 1Bfev-ami Acquired By: Ricarda
Sample Typs: Unknown Sample et Mame:  18fevi3
\ial: il Acg. Method Set: cib_ms
Imjection #& 1 Processing Methed Levofloxacino_cibelle_pm
Injection Violume: 2000 ul Channel Mame: 2858 Ch1 215nmd@ 1.2nm
Run Timne: 5.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2888 Ch1 215nmi@ 1.2nm

Date Acquired: 21192013 8:26:27 AM BRT
Date Processed: 2192013 12:03:26 PM BRT
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Minuies

Channel: 2088 Ch1 215nmi@1.2nm; Processed Chanmel: 2888 Ch1 215nm@1.2nnt  Result Id: 1727;
Processing Method: Levofloxacimo_cibelle_pm

Processed Channel Descr.: 2998 Ch1 215nm@1.2nm

Processed
Channel Descr.

2888 Ch1 215nm@1.2nm | levofioxacino | 1.708 | 112467 | 100.00 | 36460 | 0.064 | ug

Peak Mame | RT Area | % Area | Height | Amount | Units
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8.29. Estudo de estabilidade - Distribuicao de tamanho de vesicula

lipossomal obtido apos o término da reducao da vesicula lipossomal por

Homogeneizador de Alta Pressao (700 bar, 5 minutos) - Tempo zero

Densidade de distribuigho | Limm
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8.30. Estudo de estabilidade - Distribuicao de tamanho de vesicula
lipossomal obtido apés 3 dias de preparo da amostra por reducao da
vesicula lipossomal através do Homogeneizador de Alta Pressao (700

bar, 5 minutos)
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8.31. Estudo de estabilidade - Distribuicao de tamanho de vesicula
lipossomal obtido apés 10 dias de preparo da amostra por reducao da
vesicula lipossomal através do Homogeneizador de Alta Pressao (700

bar, 5 minutos)
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8.32. Estudo de estabilidade - Distribuicao de tamanho de vesicula
lipossomal obtido apés 20 dias de preparo da amostra por reducao da
vesicula lipossomal através do Homogeneizador de Alta Pressao (700

bar, 5 minutos)
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8.33. Estudo de estabilidade - Distribuicao de tamanho de vesicula
lipossomal obtido apés 30 dias de preparo da amostra por redugao da
vesicula lipossomal através do Homogeneizador de Alta Pressao (700

bar, 5 minutos)
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