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TITLE: Development of a liposomal formulation for the delivery of an anticancer drug.

ABSTRACT

The main purpose of this project was the development and characterization of an
anticancer liposomal formulation. This carrier system, with a new and promising composition,
consists of lipid vesicles encapsulated with doxorubicin (DOX).

DOX is considered one of the main “first-line” anticancer drugs for a broad spectrum of
tumor types, but this drug has the disadvantage of being toxic for other healthy organs and
tissues. The use of liposomes as carriers of DOX is thus very appealing to counteract this
disadvantage and protect the healthy tissues from contact with the DOX toxicity. Despite
several liposomal formulations were already proposed for the delivery of DOX, most of them
use active loading methods. These loading methods have however the disadvantage of having
big amounts of DOX encapsulated with the formation of dimers for which the therapeutic value
is yet to be proved.

Therefore in this work it is proposed a carrier system made of
Dioctadecyldimethylammonium Bromide (DODAB) and 1-oleoyl-rac-glycerol (Monoolein
(MO)) with aratio of (1:2) because it was previously studied that this system has the potentiality
of encapsulating drugs, not only at the DODAB enriched bilayer level, but also at the inverted
non-lamellar MO-enriched phases at the vesicle interior. Three methods of DOX passive
encapsulation in the formulation DODAB:MO (1:2) were tested. The method selected was the
one where DOX was directly mixed with the two lipids, before the lipid film formation, as this
achieved the highest stability of the formulations produced (tested by measuring the size and
zeta potential of the liposomes overtime) and the highest DOX encapsulation efficiency (EE)
(evaluated through UV/Vis spectrophotometry). EE studies revealed high encapsulation values
of DOX (86,95%) turning the developed formulation in a very promising nanocarrier system
for DOX. The study of the partition coefficient of DOX has confirmed that it is highly
distributed in the lipid formulation. The biophysical effects of DOX in the formulation indicated
an increase in the cooperativity of the phase transition confirming DOX distribution at the
membrane level. Furthermore, thermodynamical parameters of DOX partitioning indicated that
the drug distribution in the lipid formulation occurred spontaneously.

Cytotoxicity assays were also performed in a cancer cell line and it was concluded that
the formulation with DOX encapsulated in DODAB:MO (1:2) has a better cytostatic effect than
the free drug, confirming the potentiality of the developed formulation to be used in cancer

treatment.
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TITULO: Desenvolvimento de uma formulagio lipossomal para a entrega de um farmaco

anticancerigeno.
RESUMO

O principal objetivo deste projeto focou-se no desenvolvimento e caracterizagdo de uma
formulacdo lipossomal para a entrega de um farmaco anticancerigeno. Este sistema veiculador,
com uma composi¢ao nova e promissora, ¢ constituido por vesiculas de lipidos que permitem
a encapsulacdo da doxorrubicina (DOX).

A DOX ¢ considerada um dos principais farmacos anticancerigenos no tratamento de
primeira linha para um amplo espetro de tumores, mas tem a desvantagem de ser téxica para
outros 6rgdos e tecidos sauddveis. O uso de lipossomas como transportadores de DOX pode
contrariar esta desvantagem e proteger os tecidos sauddveis do contato com a toxicidade da
DOX. Apesar de vdrias formulacdes lipossomais ja terem sido propostas para a entrega de
DOX, a maioria destas formulagdes usa métodos de encapsulacio ativos. Estes métodos de
encapsulacdo levam a encapsulacdo de grandes quantidades de DOX com a consequente
formacdo de dimeros para os quais o valor terapéutico ainda esta para ser provado.

A escolha do sistema veiculador de brometo de dioctadecildimetilamoénio (DODAB) e 1-oleoil-
rac-glicerol (monoleina (MO)) com uma propor¢do de (1:2), teve em conta o facto de estudos
anteriores relatarem a existéncia de uma fase lamelar, rica em DODAB, e de uma fase nao
lamelar invertida, rica em MO, que proporciona a encapsulagdo do farmaco, nao s6 ao nivel da
bicamada, mas também no interior das vesiculas lipidicas. Este projeto focou-se em escolher,
de entre trés métodos de encapsulagdo passiva do farmaco na formulacio DODAB:MO (1:2),
0 que obtivesse maior estabilidade, através da medi¢do do tamanho e do potencial zeta dos
lipossomas ao longo do tempo, € maior eficiéncia de encapsulacdo da DOX, através de
doseamento por espetrofotometria UV/Vis. No método selecionado, a DOX solubilizada em
etanol era diretamente misturada com os dois lipidos, antes da formacao do filme lipidico, sendo
o que originou formula¢des mais estaveis e com alta eficiéncia de encapsulagdo (EE) da DOX
(86,95%) mostrando que a formulagdo desenvolvida € muito promissora para a entrega deste
farmaco. O estudo do coeficiente de particio da DOX no sistema formulagdo lipidica/dgua
confirmou a elevada distribuicao de DOX ao nivel da formula¢do. Também foram avaliados os
efeitos biofisicos da DOX, tendo-se verificado um aumento da cooperatividade da transi¢do de
fase que confirma a elevada distribuicio de DOX na formulacdo. Além disso, foi possivel
avaliar os parametros termodinamicos da particio de DOX na formulacdo e verificar que esta
ocorreu espontaneamente. Ensaios de citotoxicidade foram também realizados numa linha de
células de cancro e concluiu-se que a formulagdo com DOX encapsulada em DODAB:MO (1:2)
tem um melhor efeito citostitico do que o farmaco livre confirmando a potencialidade da

formulacao desenvolvida para ser utilizada no tratamento do cancro.
vii
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Figura 13 - Fases cubicas bicontinuas (diamante e girdide) da monoleina, originam estruturas

nao-lamelares com curvatura negativa [18]........covviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 16

Figura 14 - Representacao estrutural da DOX na sua forma neutra e suas propriedades fisico-

quimicas. A estrutura quimica foi elaborada em software MarvinSketch ®............................ 17

Figura 15 - Representacdo estrutural das interconversdes redox entre os anéis quinona e

hidroquinona [143]. ..eeoiieoie ettt et e st e et e st e s bt e sabeesnneeeas 18

Figura 16 - Doxorrubicina (R=OH) liga-se através do seu grupo amina i guanina do ADN. A
esquerda visualiza-se uma cadeia de ADN a ligar-se a doxorrubicina. A direita visualiza-se a

doxorrubicina a intercalar-se entre os pares de bases das cadeias de ADN (Adaptado de [144]).

Figura 17 - a) Miocardio normal com pouca ou nenhuma mudanca na matriz extracelular e
midcitos intactos. b) Mesmas caracteristicas mas em maior ampliagcdo. c¢) Perda de midcitos,
desorganizacdo da matriz e fibrose difusa indicando cardiotoxicidade da doxorrubicina

Figura 18 - Atividade da glicoproteina-P. A ilustracdo demonstra que o transportador utiliza a

energia do ATP para o efluxo ativo de quimioterapicos através da membrana plasmatica [145].

Figura 19 - Encapsulacdo ativa da doxorrubicina em lipossomas exibindo gradiente
transmembranar de ides promovido pelo amoénio: a) Pelo método de gradiente de ido aménio, a
DOX ¢ adicionada aos lipossomas pré-formados na forma neutra devido ao grupo amina. b)
DOX-NH: atravessa a membrana lipossomal. ¢) No interior acidico dos lipossomas, o grupo
amonio (ido formador do gradiente) cede ides H* a DOX, ficando esta carregada positivamente.
d) Depois sofre conjugacdo com os anides sulfureto (contra-ido do ido formador do gradiente)
e precipita para controlar a eficiéncia e estabilidade da encapsulacdo, bem como a taxa de

libertacdo da DOX a vérias temperaturas. = Representa processos que ocorrem durante a

encapsulacdo da DOX. — Representa processos que ocorrem durante a libertagdo da DOX.

Adaptado de [2]. ..o e 24

Figura 20 - Representacdo esquemdtica da molécula de ADN e do local de intercalacdo da

doxorrubicina monomérica (A). Elevadas concentragdes de doxorrubicina formam dimeros de
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geometria paralela (B) e antiparalela (C) provocando uma possivel diminuicao na intercalacio

N0 ADN por impedimento €STETICO. ...ccuuutirrurieriiieeiieeriteeeiteeeiteesiteesbeeesibeessabeeesibeessareessaeeeens 25
Figura 21 - Eritrodisestesia palmo-plantar ou “sindrome da mao e do pé” [146]. ................... 25

Figura 22 — Microscopia eletrénica de transmissdo com criogenia (Cryo-TEM) da Doxil

L2 et st e e et s ae e e saees 26

Figura 23 - Representacdo esquemdtica do nanovetor desenvolvido que consiste em lipossomas
de DODAB:MO (1:2) contendo DOX encapsulada de forma passiva na bicamada lamelar de
DODAB e no vacuolo contendo as estruturas ndo lamelares invertidas de MO. Outras

estratégias apresentadas representam perspetivas futuras. ..........cceevveeeriieiniieenieenniee e 28

Figura 24 - Preparagado de lipossomas DODAB:MO (1:2) pelo método de hidrata¢do do filme
1101 10§ (el o PRSP 32

Figura 25 - Método de encapsulacio da doxorrubicina por hidratagdo do filme lipidico. ....... 34

Figura 26 - Método de encapsulacdo da doxorrubicina por incubacdo com lipossomas pré-

formados pelo método de hidratacdo do filme lipidicCo. .......ccceeevvuvieniiieinciiiiieeeeeee e 35

Figura 27 - Método de encapsulacdo da doxorrubicina por inclusio direta antes da formagao do

f11mMe HPIAICO SECO. ..veniiiiiieiiiiie ettt st 36
Figura 28 - Configuragao tipica do aparelho de DLS. Adaptado de [13]........cccccevvieniienennnee. 37
Figura 29 -Correlacio entre o tamanho dos nanovetores e a intensidade de dispersdo............ 37

Figura 30- Distribuigdes de nimero, volume e intensidade de uma mistura bimodal de

nanovetores de 5 e 50 nm presentes em 1gual Proporcao. ........eeecveevveervveeneeeiueenieerneeneeereeene 38

Figura 31- Representacdo esquematica de uma distribuicdo por intensidade de nanovetores
analisados pela técnica de dispersdo de luz dinamica. O grafico a esquerda indica uma
populacdo com raios hidrodindmicos uniformes, e portanto monodispersa. O grafico da direita

apresenta uma maior polidispersdo (PDI) devido a presenca de nanovetores pequenos e

AZTEZAAOS MALOTES. ...eeuveeurieiierteeteeeteetee st et e e et e et esre e bt e eabeenbeesateesaeeeaseeseesareenmeeeaneensnesaneens 39

Figura 32- Representacdo esquemadtica de uma célula capilar descartdvel de avaliacdo do

potencial-zeta. Apds a aplicacdo de uma diferenca de potencial entre os elétrodos, os
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nanovetores carregados deslocam-se em direcao ao elétrodo de carga oposta a sua, provocando

um desvio da frequéncia de dispersao de luz que nelas incide............cceeeueeeriiieiniieinieennieennne 40

Figura 33 - Representacdo esquemadtica da dupla camada envolvendo o nanovetor em suspensao
e da variacdo do potencial zeta com a distincia de um nanovetor carregado negativamente.

AdAptado de [13]. coeeeeiiiee et e e e e e e et e e e e baeeeenaneee 41

Figura 34- Representagdo das forcas de repulsdo entre nanovetores carregados (esquerda) e as
forcas de atracdo entre nanovetores neutros (direita) indicando em que medida a avaliacdo do

potencial zeta d4 indicacdes sobre a estabilidade da suspensao. .........ccceeevveeereeerieeenieeenieenns 42
Figura 35 - Orbitais eletronicos e a absor¢ao e emissao de lUz. ........occeeevviiiiiiniiiiniecinieenn. 43

Figura 36 - Absorcao de um feixe de luz atravessando uma célula com um percurso 6tico de 1
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Figura 37 — Representagcdo esquemadtica dos componentes de um espetrofotometro de duplo

feixe. Adaptado de [1T17]. c.oeeoiiiiiee ettt e s 45

Figura 38 - Representacdo esquemadtica de um espetrofluorimetro com aquisi¢ao de espetro de

EITLISSAO. +eetteunueeeeeeeeteuea e eeeeeeeteeaaa e eaeseeeeeaasanaaseeesesaaaneesetaeanaeeetetraantaeretrnan——————_ 46

Figura 39- Representacdo esquemadtica da determinacdo dos coeficientes de particdo de um

fArmMaco €m SIStEIMAS DITASICOS. ....eeeenee ettt e et e e e et e e e eeee e e eeeaeseeeaaaneees 52

Figura 40- Representacdo esquemadtica das diferencas entre a determinacdo do coeficiente de

parti¢do octanol/dgua e lipido/dgua em funcao da lipofilia dos farmacos em estudo. ............. 53
Figura 41 - Estrutura quimica do lipido semissintético DMPC..............ccccccooiiiiiniiiniienennnn. 56

Figura 42 - Curva de perfil sigmoide representando a forma de determinagdo dos parametros
rsl, pl e rs2 e p2, correspondentes, respetivamente, a reta inicial antes da transi¢do de fase e a
reta final depois da transi¢do de fase. Apds determinacdo destes parametros, faz-se o ajuste nao

linear de acordo com a Equacdo 2.10 refinando os pardmetros Tm € cooperatividade (B). .....57
Figura 43 - Camara de NEUDAUET ..........ccociiiiiiiiiiieieeeecceeeeee e 61

Figura 44 - Microplaca de 96 pocos: D1 a D6 (6 concentragdes de DOX: 5x107; 5x107%; 1x10°
4. 5x10%; 1x107% e 5x10 M); F1 a F6 (formulagdes DODAB:MO (1:2) com 6 concentragdes de
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potencial zeta da formulagcdo placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés
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Figura 74 - Espetros de absorvancia de 3 réplicas de doxorrubicina (300 uM) representadas por
D1, D2 e D3 e de amostras a uma concentracdo crescente de DODAB:MO e concentracgdo fixa
de doxorrubicina (300 uM) (S1-S11). As referéncias ou brancos correspondentes, preparadas
de um modo semelhante as amostras, mas sem o farmaco, sdo também apresentadas (cor
cinza)). A) Apresenta o espetro com amostras e brancos. B) Representa os espetros obtidos

depois da subtracdo dos brancos correspondentes (COr CINZA). ..c..eeeeuveeerveeerueernieeenieenneeennnns 83

Figura 75 - Representacdo de algumas etapas necessdrias a determinacdo do coeficiente de
particdo da Doxorrubicina (300 uM) num sistema bifdsico lipossomas DODAB:MO (1:2)/4dgua
calculado através da folha de calculo com base em EXCEL Kp Calculator [23].................... 84

Figura 76 - Representacdo de algumas etapas necessdrias a determinacdo do coeficiente de
particdo da doxorrubicina (300 uM) num sistema bifdsico lipossomas DODAB:MO (1:2)/dgua
calculado através da folha de calculo com base em EXCEL Kp Calculator [23].................... 85

Figura 77 - Representacdo grafica da 2*°Derivada a 318 nm. A preto estdo representados os
valores dos médximos da 1* derivada dos espetros obtidos apds a subtracdo de brancos e a
vermelho os valores dos maximos da 1* derivada obtidos diretamente dos espetros sem a

SUDEIaCa0 d€ DIANCOS. ....ocuveiiiiiiieiiicie et e 85

Figura 78 - Representacdo de algumas etapas necessdrias a determinagdo do coeficiente de
particdo da doxorrubicina (150uM) em sistemas bifasicos lipossomas DODAB:MO (1:2)/dgua
calculado através da folha de cédlculo com base em EXCEL Kp Calculator [23].................... 86

Figura 79 - Molécula de doxorrubicina carregada positivamente. Elaborada com software

MATVINSKEICN 6.2.2 © . oo e e e e e e et e e e e e e s e s e s e s e esees e e e e s eseeanens 88

Figura 80 -Molécula de doxorrubicina carregada negativamente. Elaborada com software

MATVINSKELCN 6.2.2 . oot e e et e e e s e e s e e e e s e easees e s et enseesesseeseeesensesannens 88

Figura 81 - Estrutura da doxorrubicina. As areas azuis e vermelhas correspondem a zonas

polares e as areas cINza a ZONAS APOLATES. ......eevuvirriieriiiriieniieieete ettt 90

Figura 82 - 2* Derivada dos espetros de absorvancia de doxorrubicina (300 uM) (D1, D2 e D3)
e de concentracoes crescentes de DODAB:MO e concentracao fixa de doxorrubicina (300 uM)

(S1-S11). Asreferéncias correspondentes, preparadas de um modo semelhante as amostras, mas
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sem o farmaco, sao também apresentadas (Brancos a cinzento). E evidenciado o maximo da

derivada do espetro que apresenta desvios para valores maiores de comprimento de onda. ... 90

Figura 83 - Ajustes dos valores da 3* derivada, a 556 nm, calculada por espetroscopia derivativa

a diferentes temperaturas (30, 37, 50, 53, 55 € 60 °C). .ccovvrieirieeiiieeieeeee e 91

Figura 84 - Regressdo de Van’t Hoff para a particdo da doxorrubicina em LUVs de
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Figura 85 - Variagdo da energia livre de Gibbs (4G) da particdo da doxorrubicina (300 uM) no

sistema binario vesiculas de DODAB:MO (1:2) e dgua, de acordo com a temperatura. ......... 92

Figura 86 - Taxa média de contagem, de LUVs de DMPC na auséncia de doxorrubicina
(circulos claros) e de LUVs de DMPC na presenca de doxorrubicina (circulos escuros), medida
em funcdo da temperatura. Cada ponto corresponde a um valor médio de trés medi¢des com o
respetivo desvio padrdo e as linhas sdo o melhor ajuste ndo linear obtido de acordo com a
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Figura 87 - Taxa média de contagem, de LUVs de DMPC na auséncia de doxorrubicina
(circulos claros) e de LUVs de DMPC na presenca de doxorrubicina (circulos escuros), medida
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Figura 88 - Espetro de absorvancia de solucdes padrao de doxorrubicina solubilizada em dgua
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Figura 89 — Curva de calibracdo de absorvancia de solugdes padrao de doxorrubicina
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Figura 92 - Espetro de absorvancia dos residuos do branco (formulacdo placebo de
DODAB:MO (1:2) sem DOX) e de duas concentra¢gdes de doxorrubicina encapsuladas por trés
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Figura 93 - Espetro de absorvancia dos filtrados do branco (formulagdo placebo de
DODAB:MO (1:2) sem DOX) e de duas concentragcdes de doxorrubicina encapsuladas por trés
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Figura 103 - Eficiéncia de encapsulagdo de concentracdes crescentes de doxorrubicina
encapsulada em lipossomas de DODAB:MO (1:2), pelo método de inclusdo direta no filme

BIPIAICO. 1o 104

Figura 104 - Absorvancias, com subtracdo do Tris (branco), e respetivos desvios padriao de 6
concentragdes de DOX livre; de 6 formulagdes DODAB:MO (1:2) com 6 concentragdes de
DOX; LO (lipossomas controlo); HO (agua); DMSO (controlo de morte); tO (c€lulas ao inicio
da experiéncia); t48 (controlo de vida ap0s 48h). .....ccccuieiiiiiiieiieiee e 105

Figura 105 - Curva de percentagem de proliferac@o celular vs concentracdo de doxorrubicina
(M) ao longo de 48h e determinacao do ICso da doxorrubicina livre e encapsulada na formulacao
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Fase Hrn - Fase hexagonal invertida ou do tipo 1I

Fase Q — Fase cubica

HEPES - Acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N-etanossulfénico

ICs0 — Concentragdo inibitdria de 50% do crescimento celular

INE - Instituto Nacional de Estatistica

IV — Infravermelho

K, — Coeficiente de particdo

Kyoa - Coeficiente de parti¢ao octanol/dgua

Ky1a - Coeficiente de parti¢do lipido/dgua

L, - Fase liquido-cristalina ou fluida

Lp - Fase sdlido-cristalina ou gel lamelar (sem inclinacdo das cadeias)

LUV (Large Unilamellar Vesicles) — Vesiculas grandes unilamelares

Log D - Log do coeficiente de particdo octanol-dgua a pH 7,4
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Log P - Log do Coeficiente de particao octanol-dgua da forma neutra

M; - Fase micelar

Mu - Fase micelar invertida

MDA-MB-468 (M.D. Anderson - metastatic breast) — Linha de células metastaticas de mama
humana

MDR (Multidrug resistance) — Multirresisténcia a farmacos

MDRR (MDR Reversal) — Reversores da multirresisténcia a farmacos

MLV (Multilamellar Vesicles) — Vesiculas multilamelares

MO (I-monooleoyl-rac-glycerol) — Monoleina

MVL (Multivesicular Vesicles) — Lipossomas multivesiculares

MWCO (Molecular weight cut off) — Limite do peso molecular

NIR (Near Infrared) — Proximo do infravermelho

NMWL (Nominal molecular weight limit) — Limite de peso molecular nominal
OLYV (Oligolamellar Vesicles) — Vesiculas oligolamelares

PBS (Phosphate buffered saline) — Tampao fosfato salino

PEG - Polietilenoglicol

PDI (Polydispersity index) — Indice de polidispersao

PG — Fosfatidilglicerol

P-gp — Glicoproteina P

PK- Farmacocinética

pKa — Menos logaritmo na base 10 da constante de acidez

Qr-Fase cubica — micela normal ou bicontinua normal

Qu-Fase cibica bicontinua invertida ou micela invertida

QuP _ Fase ctibica bicontinua invertida do tipo diamante

Qu° - Fase ciibica bicontinua invertida do tipo giréide

QSPR (Quantitative Structure -Property Relationship)-Rela¢do quantitativa estrutura/atividade
RES (Reticuloendothelial system) - Sistema reticuloendotelial

SRB - Sulforrodamina B

SUV (Small Unilamellar Vesicles) — Vesiculas unilamelares pequenas

Tm (main transition temperature) - Temperatura de transicao de fase principal
U.A.- Unidades arbitrarias

UV — Ultravioleta

UV-Vis — Ultravioleta-Visivel

Vis — Visivel
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B - Cooperatividade

Amax - Comprimento de onda de absor¢cao maxima
Lexe — Comprimento de onda de excitacdo
Aemi — Comprimento de onda de emissao
k - constante de Boltzmann

M - viscosidade

D - coeficiente de difusdo translacional
RH - raio hidrodindmico

{ — Potencial Zeta

AG - Variagdo da fun¢do de Gibbs

AH - Variagao de entalpia

AS - Variacao da entropia

AT - Variagdo de temperatura

€ - Absortividade molar

v — Frequéncia
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CAPITULO I
1. INTRODUCAO

1.1. Cancro e o seu impacto a nivel mundial
O cancro € uma das principais causas de morte a nivel mundial e uma andlise estatistica
publicada pela Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancro (“IARC- International Agency
for Research of Cancer”) (Figura 1) prevé que, se as tendéncias estimadas continuarem, sejam

diagnosticados anualmente cerca de 21,4 milhdes de novos casos até 2030.

Region: Type: Indicator: Site: Sex:
World v| Mortality v| ASR v | All cancers excl. non-melanoma skin ¢ v Both sexes v

Mortality ASR
Both sexes

All cancers excluding non-melsnoma skin
116.0+

99.6-116.0

89.7-99.6

73.3-89.7

Jomnmn

<733

No Data

Source: GLOBOCAN 2012 {IARC)

Figura 1 - Mortalidade provocada por cancros (exceto melanoma) a nivel mundial e em ambos os sexos. [14]

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), verifica-se desde 1960 a 2012, um aumento
da percentagem de 6bitos por tumores em Portugal e uma tendéncia a partir de 1980 para que
as doengas do sistema circulatério estejam a deixar de ser as principais causas de morte em

Portugal, em detrimento dos tumores (Figura 2).
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Figura 2 - Obitos por algumas das principais causas de morte em Portugal, desde 1960 a 2012 [16].

1.2.Vantagens da Nanomedicina face a Medicina Classica

Desde hé cerca de 40 anos que as terapias no tratamento do cancro consistem basicamente na
remogdo cirdrgica, quimioterapia e/ou radioterapia. Pelo que ja se constatou estas terapias
convencionais apresentam algumas limitacdes, tais como, o facto de aquando da remocgao
cirirgica surgir a necessidade de remocao de tecido sauddvel em torno do tumor para precaver
uma reincidéncia [24]; outra limitacdo ocorre com a quimioterapia convencional devido a
rdpida eliminacdo de farmacos resultando, consequentemente, numa agdo terapéutica com
reduzida biodisponibilidade. Para colmatar a reduzida biodisponibilidade, introduzem-se
concentracdes mais elevadas dos farmacos, de modo a garantir que estes atinjam as células-
alvo. Desta forma, elevam-se os niveis de toxicidade e produzem-se varios efeitos secundarios
indesejaveis. Estes efeitos devem-se igualmente a falta de especificidade dos farmacos, que tém
como alvo todas as células, tumorais e normais, principalmente as que apresentam um rapido
crescimento, como € o caso das células do cabelo, resultando na queda capilar [25], ou das
células sanguineas, resultando em mielossupressdo. Na radioterapia, emprega-se um feixe de
radiacOes ionizantes, bastante energéticas, ao longo de algumas sessdes, num dado volume de
tecido que engloba o tumor, com o intuito de matar células tumorais com o menor dano possivel
para as células normais [26]. Como se pode depreender, a radioterapia tanto mata células
tumorais como as células normais em redor do tumor, despoletando efeitos secundarios
indesejaveis. Para além disso, a radiacao pode despoletar o aparecimento de outros tumores.

Um diagndstico precoce e terapias eficientes aumentam as hipdteses de cura do cancro [24].

Nesse sentido, a nanotecnologia € bastante promissora e tem tido grande impacto na Medicina
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Classica ao ponto de ser utilizado o termo “Nanomedicina” para a ciéncia que produz e
manipula nanoestruturas do tamanho das biomoléculas direcionadas para as células-alvo de
dada doenca, permitindo um tratamento seletivo e com menos efeitos secundérios indesejaveis.
Virios tipos de nanovetores t€ém sido utilizados na terapia oncoldgica, como por exemplo, as
nanoparticulas inorgénicas (nanoparticulas de ouro e magnéticas), nanoparticulas poliméricas
(dendrimeros e nanoparticulas de quitosano), nanoparticulas lipidicas sé6lidas, nanotubos de
carbono, pontos quanticos, lipossomas, micelas, assim como os conjugados envolvendo esses

nanovetores. A Figura 3 apresenta alguns nanovetores que podem ser utilizados em terapia.

Figura 3- Alguns tipos de nanovetores utilizados em terapia: (a) nanoparticulas inorganicas; (b) nanoparticulas poliméricas;
(c) nanoparticulas lipidicas sélidas; (d) lipossomas; (e) nanocristais ou pontos quanticos; (f) nanotubos de carbono e (g)
dendrimeros. Adaptado de [3, 8].

De entre estes nanovetores, os lipossomas foram o vetor escolhido para o transporte e libertacao
do farmaco anticancerigeno, uma vez que estes apresentam diversas vantagens que a seguir se

enumeram.

1.3. Lipossomas como vetores de farmacos anticancerigenos
A farmacocinética, desde a sua administracdo até excre¢do, envolve uma série de etapas
(ADME/Tox):
-Absor¢do - passagem do farmaco do tubo digestivo para o sangue.
-Distribuicdo - passagem do fiarmaco do sangue para diferentes tecidos, que podem
corresponder ou ndo ao seu local de acdo. O farmaco chega primeiro aos tecidos mais
vascularizados, como os que pertencem ao sistema nervoso central, pulmdes e coragdo e depois
sofre redistribuicdo aos tecidos menos irrigados, como por exemplo, o tecido adiposo.
Dependendo da distribuicdo, verifica-se a biodisponibilidade do farmaco, ou seja, a
quantidade de farmaco que fica efetivamente disponivel para exercer a sua func¢do
terapéutica.
-Metabolismo ou biotransformacdo - o farmaco pode sofrer alteracdes quimicas, sendo
metabolizado em um ou mais metabolitos.

-Excrecdo - o farmaco € depurado na forma intacta ou na forma de metabolitos.



-Toxicidade — de acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas, o firmaco pode sofrer
bioacumulacdo em determinados 6rgdos ou tecidos exercendo efeitos ndao desejaveis que
determinam a sua toxicidade.

Quando ocorre administragao vascular, intravenosa ou intra-arterial, o processo € mais simples,
uma vez que nao ocorre a absor¢ao [27]. Quando um farmaco € administrado na sua forma
livre, a sua farmacocinética depende das suas caracteristicas fisico-quimicas, como por
exemplo, o seu pKa [28] e a sua distribuicdo ndo apresenta especificidade, pelo que o farmaco
atua em qualquer tipo de célula, provocando efeitos secunddrios indesejaveis. Dai que, a
vetorizacdo de um farmaco num agente apropriado tornaria a distribuicdo do farmaco no
organismo independente das suas propriedades fisico-quimicas e passaria a ser dependente
das propriedades fisico-quimicas do vetor. Desta forma, protege-se o fairmaco desde o
local de administracao até ao local de acdo, promove-se a sua biodisponibilidade na forma
intacta nas células-alvo [29, 30] e ha especificidade no ataque terapéutico as células-alvo.
Neste trabalho, os nanovetores escolhidos para transportar o foirmaco anticancerigeno foram
os lipossomas, pois estes possuem caracteristicas Gnicas que os tornam veiculos seguros e
eficazes. Hoje em dia, os lipossomas assumem uma posi¢do de relevo como vetores de
farmacos devido a vdrias caracteristicas que os constituem, nomeadamente:

a) Sao nanovetores coloidais ou vesiculas nanométricas, que se formam por agregacdo de
mondémeros lipidicos em dgua. Apesar de serem sintéticos sao biocompativeis pois os seus
componentes apresentam baixa toxicidade intrinseca [31] e sdo biodegradaveis.

b) Apresentam forma esférica e sdo constituidos por uma ou mais bicamadas concéntricas de
moléculas lipidicas, geralmente fosfolipidos, que encerram um volume aquoso [32]. Uma
das vantagens dos lipossomas reside no facto de serem faceis de produzir e manipular o
seu tamanho e a lamelaridade. Quando apresentam uma bicamada sdo classificados em
unilamelares e quando apresentam mais do que uma bicamada sdo classificados como
multilamelares. Quanto ao tamanho, as vesiculas unilamelares podem ser pequenas,
grandes ou gigantes, sendo denominadas respetivamente de vesiculas unilamelares
pequenas - SUV (small unilamellar vesicles) com tamanho entre 20-100 nm, vesiculas
unilamelares grandes - LUV (large unilamellar vesicles) com tamanho maior que 100 nm
e vesiculas unilamelares gigantes — GUV (giant unilamellar vesicles) com tamanho maior

que 1000 nm (Figura 4).



Tamanho

a MLV >500 nm
LUV >100 nm OLV 100-500 nm

SUV 20-100 nm

Lamelaridade

Figura 4 - Classificagdo dos lipossomas quanto ao tamanho e lamelaridade (n° de bicamadas lipidicas).
Adaptado de [5, 6].

Dentro das vesiculas multilamelares temos as vesiculas oligolamelares - OLV
(oligolamellar vesicles) com 2-6 bicamadas e cujo tamanho esta entre 100-500 nm, que a
semelhanca das vesiculas unilamelares, podem ser subdivididas em pequenas (SOV),
grandes (LOV) e gigantes (GOV); e ainda as vesiculas multilamelares - MLV
(multilamellar vesicles) com um ndmero de bicamadas superior a 6 e com tamanho
normalmente superior a 500 nm. Existem ainda os lipossomas multivesiculares - MVL
(multivesicular liposomes) que contém vesiculas encapsuladas € o seu tamanho é maior
que 1000 nm [5, 6].

O tamanho dos lipossomas € importante pois ao serem formulados a nano escala, permitem
um maior tempo de circulagdo e tiram proveito do efeito de permeabilidade e retengdo
aumentadas (EPR do Inglés “Enhanced Permeability and Retention”), ou seja, os
lipossomas sdo mantidos em circulacdo no sistema vascular, mas tendem a acumular-se
muito mais no tecido tumoral do que no normal. Isto deve-se ao facto de o tecido tumoral,
por necessidade de maior aporte sanguineo rico em nutrientes e oxigénio, promover a
formacdo de novos vasos (angiogénese) com fenestragdes ou poros com um didmetro entre
380 a 780 nm. Desta forma, lipossomas de 100-200 nm tém facilidade em atravessar os
poros [2] e, devido a alta pressdo intersticial tumoral e a auséncia de uma rede linfatica
funcional, ficam retidos no tecido tumoral bem vascularizado, melhorando assim a
biodistribui¢do do farmaco. Normalmente, para aumentar o efeito EPR, um transportador
de farmaco deve ter entre 10 a 100 nm, pois se os transportadores forem menores que 10
nm sdo rapidamente eliminados pelos rins ou através da extravasao [33] e se forem maiores
do que 100-200 nm sdo eliminados pelo sistema reticuloendotelial (do inglés

“Reticuloendothelial System” - RES).



Em geral, demora menos de uma hora para eliminar mais de cinquenta por cento dos
lipossomas injetados por via intravenosa [34].

Outra vantagem dos lipossomas reside na sua natureza anfifilica ou anfipatica, ou seja,
o facto de possuirem natureza polar e apolar, com caracteristicas antagénicas de afinidade
e repulsa para a dgua, fazendo com que baixem a tens@o da superficie de contacto entre
dois meios, sendo por esse facto geralmente denominados agentes tensioativos ou
surfactantes [35, 36].

Quando dispersos em dgua, tendem a auto-organizar-se devido as interacdes
hidréfilas/hidréfobas, interacdes eletrostaticas e interagdes de Van der Waals, de modo a
que as ‘“cabecas” hidréfilas dos lipidos - polares- fiquem viradas para o lado exterior da
membrana, em contacto direto com a fase aquosa e as “caudas” hidréfobas - cadeias de
acidos gordos apolares- fiquem voltadas para o interior de modo a evitar o contacto com a

agua [37] (Figura 5).

Lipossoma

Micela

Bicamada \ “Caudas”
lipidica ‘ /' apolares

Figura 5 - Representag@o da organizacao espacial de um lipossoma (superior), bicamada lipidica (inferior) e
micela (direita) (adaptado de [21]).

Este processo de auto-agregacdo lipidica [35] é um processo termodinamico que ocorre
devido ao efeito hidréfobo, para diminuir a energia livre de Gibbs, AG (ver Equagao 3.2),
originando assim agregados termodinamicamente mais estdveis. De uma forma breve, este
efeito hidréfobo induz a exclusdao da 4gua do contacto com as por¢des hidréfobas dos
lipidos resultando num aumento de entropia (4S) (auséncia de restricdes aos movimentos
das moléculas), que diminui a energia livre de Gibbs, pelo que o processo de agregacao
lipidica prossegue espontaneamente [38].

Embora os lipidos apresentem as suas “cabegas” voltadas para a dgua sdo caracterizados
pela sua solubilidade em solventes organicos e baixa solubilidade em 4gua.

Este caracter anfipatico possibilita a encapsulacio e transporte de moléculas hidrdéfilas

[39] no nicleo interno aquoso ou ao nivel das cabecas polares lipidicas, de moléculas
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d)

lipdfilas [40] na bicamada lipidica e de moléculas anfifilicas [41], nas duas regides
anteriores. Ao encapsular o farmaco nos lipossomas, protege-se o organismo do seu efeito
em células normais e o fdrmaco, por sua vez, fica protegido, desde a sua administracdo até
ao seu local de agdo, da depuragdo ou biotransformacgdo antes de chegar as células-alvo.
Desta forma, possibilita-se o aumento da concentracao do farmaco nas células-alvo,
otimizando o seu indice terapéutico ¢ consequentemente, diminui-se o custo da terapia.
Outra vantagem dos lipossomas é a possibilidade de manipular a estrutura dos
agregados lipidicos de acordo com as propriedades pretendidas. Os agregados lipidicos
podem adotar arranjos estruturais distintos, dependendo do fator de forma dos seus
monomeros (relagdo entre o tamanho da “cabeca” polar e “cauda” apolar dos lipidos que
constituem o agregado), da curvatura, da temperatura, da quantidade de dgua, do pH do
sistema e da concentracdo da molécula anfifilica [42]. O fator de forma ou pardmetro de

empacotamento critico (y) (Figura 6) é determinado pela seguinte equagdo (Equacdo 1.1.):

(1.1.)

v

)/:

ao' lc

v = fator de forma ou pardmetro de empacotamento critico

v = volume da molécula lipidica

l. = comprimento efetivo das cadeias de acidos gordos

a, = drea da superficie média ocupada pela “cabeca” hidréfila

Valores especificos de y estdo associados a diferentes tipos de fases liquido-cristalina, que
sao favorecidos pela entropia dessa geometria:

e 7<1/3 - quando as moléculas anfifilicas exibem uma configuracdo cénica, possuindo
uma area de “cabeca” polar elevada e uma “cauda” apolar Unica, tendem a formar
micelas esféricas.

e 1/3 <y<1/2 — quando a 4rea da “cabeca” polar diminui até 0,33 em relagdo a “cauda”
apolar, tendem a formar micelas cilindricas, que podem polimerizar e originar fases
hexagonais do tipo L.

e 1/2 <y<I — quando aumenta o y, somente as vesiculas e bicamadas sdo entropicamente
capazes de existir.

e v>1 —quando a area das “caudas” apolares ¢ maior que a area das “cabecas” polares
formam-se estruturas invertidas, tais como micelas invertidas que podem polimerizar
e dao origem a fases hexagonais invertidas ou do tipo II [43]. Estes agregados ocorrem
especialmente em solventes apolares ou quando a quantidade de dgua é muito

reduzida.



O modelo do parametro de empacotamento critico permite racionalizar qualitativamente a

relacdo estrutura do mondmero/agregacao e prever alteracdes na agregacao (por variagdo de

composi¢do, forga iénica, temperatura, etc.).

Segundo o diagrama de Fontell, diminuindo a quantidade de dgua (ou aumentando a

concentracdo de lipido) na mistura lipido/dgua, as estruturas vao variando de forma,

obedecendo a seguinte sequéncia: fase micelar, fase cibica, fase hexagonal tipo I, fase

cubica, fase lamelar e as correspondentes fases invertidas (micelar invertida e hexagonal tipo

I). E importante referir que nem todos os lipidos adotam toda esta sequéncia de fases,

contudo a sequéncia em fun¢do da concentragc@o €, na maioria dos casos, respeitada (Figura

6).
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Figura 6 - Estruturas dos agregados anfifilicos em 4gua com o seu correspondente parametro de empacotamento
critico (y) e curvatura (C). Sequéncia 16gica de mesofases com variagdo da concentrag¢do de lipido/quantidade
de 4gua, segundo Diagrama de Fontell.
Legenda: M;-Fase micelar; H; - Fase hexagonal do tipo I; L, Fase lamelar ou estrutura em bicamada lipidica;
Hu - Fase hexagonal invertida ou do tipo II e My - Fase micelar invertida. As estruturas que constituem a fase
cuibica estdo normalmente entre as fases M; e Hr (Q;-Fase cibica — micelar normal), Hre L, (Q:-Fase ctibica
bicontinua normal), L, ¢ Hin (Qu - Fase cubica bicontinua invertida) e Hn e Mn (Qn - Fase ctbica - micela

invertida). Adaptado de [19] [3].



Nas condig¢des fisiologicas, a fase mais comum e mais relevante, sob o ponto de vista
biofisico, € a fase lamelar liquido-cristalina ou fase fluida (L), uma vez que a organizagao
estrutural em bicamadas apresenta maior proximidade com a organizacdo estrutural
lipidica presente nas membranas bioldgicas [44, 45]. Para reduzir a exposicao das faces
laterais hidréfobas a dgua, as bicamadas dobram-se sobre si préprias formando vesiculas.

O movimento das cadeias de dcidos gordos dos lipidos assegura a fluidez da bicamada
lipidica. A rotagdo livre das ligagdes simples C-C resulta em movimentos vigorosos das
“caudas” de lipidos a temperaturas mais elevadas, o que também assegura a fluidez
membranar, permite o aumento do volume por expansao lateral da bicamada [46] e uma
diminui¢do da espessura membranar (Figura 7). Com a diminui¢do da temperatura, a
bicamada sofre uma transi¢do de fase para uma fase onde as cadeias dos 4cidos gordos

estdo num estado mais ordenado, formando a fase lamelar sélido-cristalina ou fase gel (Lg).

48/&2 58A=

T . Soamem .
11 s i

Fase de gel Fase liquida-cristalina
{rigida) (fluida)

Figura 7 — Principais fases fisicas que uma bicamada lipidica pode adotar em fun¢do da temperatura do sistema.
Adaptado de [10].

A transicdo da fase gel para a fase fluida € um processo altamente endotérmico acompanhado
por uma variagdo de entalpia (AH) requerida para quebra de ligacdes Van der Waals entre as
“cabegas” lipidicas vizinhas. A temperatura de transicao de fase principal (Tm — do Inglés
main transition temperature) pode variar em func¢do da natureza dos lipidos que
constituem a bicamada e, mais precisamente, do grau de insaturacdo das cadeias acilicas
(quanto maior o grau de insaturacdo, menor a Tr); do comprimento das cadeias de dcidos
gordos (quanto maiores forem as cadeias, maiores sdo as forcas de Van der Waals entre estas,
e portanto, maior a Tm) e da natureza dos grupos polares (que podem dificultar o
empacotamento e favorecer a fase fluida, diminuindo a Tr,) [42].

Para a selecao da composicao dos lipossomas convém escolher lipidos que apresentem uma
Tm superior a temperatura fisiolégica para que, quando estes forem sujeitos a
temperatura fisiolégica, ndo libertem tdo facilmente o material encapsulado. No entanto, a
incorporacdo de material nos lipossomas normalmente é mais elevada se estes

apresentarem maior fluidez, pelo que a composi¢ao dos lipossomas também deverd incluir

lipidos que apresentem uma Tm mais baixa.
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e) Uma outra vantagem dos lipossomas € o facto de estes agregados apresentarem boa
estabilidade e possuirem um tempo de vida til longo.

f) Os lipossomas apresentam também como vantagem o facto de libertarem o agente
terapéutico no alvo especifico em resposta a certos estimulos: bioldgicos (variagdes de
pH e de temperatura no organismo) ou externos (campo magnético, ultrassons). O pH
intracelular e extracelular de sistemas bioldgicos sdo extremamente afetados por doengas.
O pH extracelular num tumor sélido tende a ser mais acido (~ 6,5) do que o pH do soro
fisiolégico (7,4), a 37 °C [47]. Por este motivo, nanossistemas transportadores de formacos
que sejam sensiveis as variacdes de pH podem ser utilizados para transporte e libertacao
do farmaco no local especifico. A temperatura também pode ser utilizada para libertacdo
especifica, uma vez que podem ser desenvolvidos nanovetores que libertem o farmaco
apenas em temperaturas superiores a 37 °C.

g) Os lipossomas sdo muito utilizados quando sdo necessdrios sistemas de interpretacdo mais
simples para mimetizar o ambiente biofisico e quimico das membranas bioldgicas, pois
possuem, tal como a membrana celular, uma estrutura lamelar em bicamada lipidica com
uma natureza anfifilica e gradiente de fluidez e conseguem transportar-se através delas
devido ao seu pequeno tamanho. O firmaco pode ser entregue nas células-alvo através
de certas modificacdes de superficie de membrana, tais como fusdo, a adsorcio, a troca de

lipido ou endocitose [48, 49] (Figura 8).

’10
a) Fusdo b) Lipossoma /(%@

% . lipossoma-célula adsorvido . %’%
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entre lipossoma
e célula
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Figura 8 - Interagdes entre os lipossomas e a membrana celular.

h) Os lipossomas tém também a vantagem de permitirem a manipulacido da carga de
superficie. De acordo com a carga dos grupos polares dos lipidos que os constituem, os
lipossomas podem ser carregados positiva ou negativamente; podem ter caracteristicas
isoelétricas ou podem ainda ser desprovidos de carga [42]. Os lipossomas neutros sao mais
instaveis (tém tendéncia a agregar-se), dai que se dé maior preferéncia a formulacdes com

carga.
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i)

Os lipossomas possibilitam o acoplamento de moléculas que aumentam o seu tempo de
circulacdo. Uma das técnicas mais utilizadas para aumentar o tempo de circulagdo no
corpo € a realizacdo de um revestimento (coating) com polietilenoglicol (PEG) nas
vesiculas, através de uma técnica chamada de PEGuilacdo. O PEG € considerado um
polimero inerte biocompativel [50] (embora estudos recentes considerem que lipossomas
com PEG anteriormente considerados biocompativeis podem induzir certas reacdes
secunddrias através da ativacdo do sistema complemento [51, 52]), possui um peso
molecular e estrutura que pode ser modelada para efeitos especificos e € facil de conjugar
e acoplar aos lipidos lipossomais. Ao ser biocompativel, permite que os lipossomas possam
circular o tempo suficiente dentro do organismo sem serem reconhecidos como um “corpo
estranho”. Esta camada hidréfila protetora aumenta o efeito de impedimento estérico
evitando a ligacdo das proteinas do plasma a superficie lipossomal e pode aumentar a
solubilidade e reduzir a imunogenicidade dos lipossomas [53]. No entanto, a camada de
PEG a superficie dos lipossomas pode neutralizar ou reduzir a carga superficial e logo o
potencial zeta dos lipossomas carregados, tornando-os menos estdveis em periodos de
armazenamento.

Os lipossomas possibilitam o acoplamento de moléculas a sua superficie que permitem
um direcionamento especifico (passivo ou ativo) (Figura 9) e uma libertagdo controlada
do farmaco. O direcionamento passivo € baseado na reduzida dimensao dos nanovetores
transportadores do farmaco e nas cargas que elas apresentam, que os leva a entregar o
farmaco, preferencialmente, no local do tumor. Acredita-se que um dos principais fatores
que afeta a adesdo celular e entrega do farmaco € a carga [54]. Lipossomas com lipidos
catiénicos t€ém maior propensao para se ligarem as células do que os com lipidos aniénicos
devido a interacdo eletrostitica com as células carregadas negativamente da membrana.
Sendo assim, os lipossomas devido ao seu pequeno tamanho atravessam 0S poros com
permeabilidade aumentada dos capilares em torno dos tumores e acumulam-se
sistemicamente nos locais afetados (EPR) pois o tecido tumoral é pobre em drenagem
linfatica.

Por outro lado, o direcionamento ativo envolve a conjugacao de nanovetores com ligandos

[47], como por exemplo, o folato. Estes ligandos ligam-se especificamente a certos
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recetores expressos em células, o que permite que os nanovetores distribuam o fairmaco

apenas nessas células.

Recetor

Capilar
sanguineo

X
—

Figura 9 - Direcionamento ativo e passivo do nanovetor. Adaptado de [4].

Estima-se que estes sistemas de entrega de farmacos possam utilizar uma quantidade 100
vezes menor de principio ativo e apresentar uma eficiéncia aumentada em 100 vezes [55].
Multiplicando-se os valores, trata-se de um aumento de quatro ordens de grandeza no
rendimento.

Em suma, face as vantagens dos lipossomas acima enumeradas, compreende-se a grande
utilizacdo destes sistemas para a entrega de farmacos. Os primeiros lipossomas foram
desenvolvidos no inicio da década de 60 por Alec Bangham e mais tarde foram propostos
como um dos mais bem-sucedidos sistemas de entrega de farmacos, existindo ja mais do
que 10 aprovados pela FDA [56] (Tabela 1). A Tabela 1 apresenta um breve resumo de
nanovetores aprovados para a terapia do cancro, incluindo formulacdes lipossomais com

doxorrubicina (DOX) em fase de desenvolvimento.
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Tabela 1 - Breve resumo de nanovetores aprovados para a terapia do cancro, incluindo formula¢des lipossomais com doxorrubicina em fase de
desenvolvimento [57]:

de anticorpo humano

Nome Descricao do Nanovetor Fase de Objetivo
desenvolvimento
Doxil (EUA) ou | Doxorrubicina lipossomal (SSL compostos de | Aprovado pela FDA em | -Prolonga o tempo de circulagdo de farmacos e previne a sua
Caelyx (Canadd e | fosfolipidos de alta Tm (53 °C), colesterol, e um 1995 elimina¢do pelo RES.
Europa) lipopolimero (2000PEG-DSPE) -Sarcoma de Kaposi relacionado com o VIH, cancro
metastdtico da mama e cancro do ovério
DaunoXome Doxorrubicina lipossomal Aprovado Sarcoma de Kaposi relacionado com o VIH
Myocet Doxorrubicina lipossomal Aprovado Cancro metastitico da mama EGFR2-positivo
Abraxane Paclitaxel ligado a albumina Aprovado Cancro de mama metastatico
DepoCyt Citarabina lipossomal Aprovado Meningite linfomatosa intratecal
Marqibo Sulfato de vincristina lipossomal Aprovado Leucemia linfoblastica aguda
Oncaspar Nanoparticula polimérica de PEG-L-asparaginase Aprovado Leucemia linfoblastica aguda
Zinostatin Nanoparticula polimérica de acido estedrico-mdlico | Aprovado Carcinoma hepatocelular metastatico
stimalamer conjugado com neocarzinostatina
Resovist Nanoparticula de carboxidextrano revestido com | Aprovado Agente de contraste para imagem de ressonincia magnética
SPIO para carcinoma hepatocelular
Genexol-PM Nanoparticula polimérica metoxi-PEG-poli (D, L- | Aprovado Cancro de mama metastatico
lactico) de paclitaxel
NanoTherm Nanoparticula de aminossilano revestido com SPIO Aprovado Ablacgdo local de glioblastoma multiforme
ThermoDox Nanoparticula lipossomal com libertacdo térmica de | Fase 3 Carcinoma hepatocelular
doxorrubicina
MCC-465 Doxorrubicina lipossomal com alvo para o fragmento | Fase 1 Cancro do estdbmago metastatico

Lista de abreviaturas:

Atualmente, de entre as trés formulagdes lipossomais de DOX aprovadas (DaunoXome, Myocet e Doxil), a Doxil € o produto mais bem-sucedido e foi o

SSL- Lipossomas estericamente estabilizado; 2000PEG-DSPE- polietilenoglicol diestearoil fosfatidil etanolamina; RES- sistema reticuloendotelial;
VIH - virus da imunodeficiéncia humana; EGFR2 - recetor do fator de crescimento epidérmico 2; SPIO - 6xido de ferro superparamagnético.

primeiro nanossistema para transporte de farmacos a ser aprovado pela FDA, em 17 de Novembro de 1995.
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1.4. Sistema lipossomal DODAB:MO (1:2)

1.4.1. Composicao e polimorfismo lipidico
A formulacdo lipossomal desenvolvida neste projeto € constituida por um lipido catiénico,
brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB) e um lipido neutro, monoleina (MO), numa

razdo molar de um para dois (1:2). <

‘ “Cabeca” / Z. @)
. ‘ hidréfila .
4 (polar)

— “Caudas"Q
hidréfoba
(apolares)

C3sHgBIN

Figura 10 - Estrutura quimica, geometria do monémero e modelo molecular do lipido catiénico DODAB.
Adaptado de [15].

O lipido DODAB foi sintetizado pela primeira vez por Kunitake e Okahata [58, 59].
Selecionou-se o lipido DODAB porque é um tensioativo de cadeia dupla de 4cidos gordos
saturados (C18:0), ligados a um catido quaternario de amoénio, que lhe confere a carga positiva
(Figura 10).

Esta carga positiva promove a internalizacdo pelas membranas celulares (apresentam carga
ligeiramente negativa) e a complexacgdo de acidos nucleicos (apresentam carga negativa devida
ao grupo fosfato) (Figura 11).

A temperatura de transicdo da fase gel para liquida-cristalina (Tm) do DODAB dé-se aos 45°C
[59, 60]. Esta Tr, alta permite que este lipido quando aquecido acima da T, ou seja, acima dos
45 °C, se encontre numa fase liquida-cristalina e seja bastante permedvel para encapsular o
farmaco [10, 61] e quando no corpo humano (~ 37 °C), se encontre numa fase gel, estdvel para

manter o farmaco encapsulado, sem a sua libertacdo imediata.

DODAB ACIDO NUCLEICO

Figura 11 - Complexacdo de ADN em lipossomas contendo o lipido DODAB. Adaptado de [11] [20].
14



Mas o aumento da rigidez dos lipossomas exclusivamente constituidos por DODAB pode
limitar a libertacdao do farmaco no corpo. Este facto pode ser atenuado pela adi¢cao de um lipido
auxiliar que confira fluidez a formulagdo, como por exemplo, dioleoilfosfatidiletanolamina
(DOPE), a monoleina (MO) e o colesterol (CHOL) [62, 63].
A MO ¢é um agente emulsificante de origem natural que favorece a formagao de vesiculas e
confere fluidez a formulacdo lipidica contendo farmacos. Em 1984 foi apresentada pela
primeira vez como um material de encapsulacdo biocompativel com propriedades controladas
de libertacdo. Apresenta baixo custo, € biocompativel, biodegraddvel e nao apresenta toxicidade
[64, 65].
E uma molécula anfifilica neutra, com uma cadeia de hidrocarboneto C18, com uma ligagio

dupla cis na posic¢ao 9,10 (do 4cido oleico) (Figura 12) e apresenta uma T, a 32 °C [59].

“Cabega” /\/ >
hidréfila =

(polar)
B
“Cauda” %\/
hidréfoba ©
(apolar) =)
%
C21H4004 s

Figura 12 - Estrutura quimica, geometria do monémero e modelo molecular do lipido MO. Adaptado de [12].

A orientagdo cis da ligacdo dupla promove um maior efeito estérico da cadeia de alquilo, o que
conduz a formagdo de estruturas nio lamelares invertidas, caso o fator de forma (y) seja maior
do que um. Uma molécula de glicerol € ligada a cadeia de hidrocarbonetos por uma ligacao
éster. Os dois hidroxilos livres constituem a parte hidréfila da molécula.

Segundo o diagrama de fases da MO, esta apresenta duas fases cibicas bicontinuas invertidas
(diamante ou Qy° e giréide ou Qu°) diluidas [66], que originam estruturas ndo-lamelares com

curvatura negativa (Figura 13), o que a torna uma molécula versatil podendo ser incluida em
diferentes sistemas.
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Fase cubica bicontinua diamante (Q,°—Q??%)  Fase cubica bicontinua giréide (Q,5— Q?%°)

Figura 13 - Fases cubicas bicontinuas (diamante e girdide) da monoleina, originam estruturas nao-lamelares com curvatura
negativa [18].

A raz@o molar de DODAB:MO (1:2) desenvolvida neste projeto promove a formacgado de fases
lamelares de DODAB, contendo MO em fases ndo-lamelares invertidas. Desta forma, a fase
lamelar de DODAB fornece a vesicula a rigidez estrutural necessdria para a retenc¢do do farmaco
encapsulado, e as fases ndo-lamelares invertidas da MO concedem uma fluidez importante para
fins de encapsulacdo [64]. A existéncia de fases ndo lamelares invertidas na formulagdo tem
ainda a vantagem de promover o aumento da mobilidade lateral da cadeia lipidica que por sua
vez, provoca uma melhoria na fusdo dos lipossomas com a membrana das células [67]. Para
além disso, o caracter fusogénico da MO promove a fusio entre as membranas dos lipoplexos
e das células [63]; melhora a libertagcdo endossomal, facilitando a libertacio do conteudo
vesicular [68]. A MO ¢é também 1til para reduzir a carga global positiva de lipoplexos, pois a
complexacdo de 4cidos nucleicos (que tém carga negativa) dd-se quando o lipossoma tem carga
positiva, mas uma alta carga positiva esta associada a citotoxicidade. Logo a MO ao reduzir a

carga global do nanossistema, diminui a citotoxicidade associada a transfec¢do [63].

1.4.2. Aplicacoes
O sistema DODAB:MO tem mostrado resultados promissores e tem sido aplicado, pelo grupo
de investigacdo em que me inseri, para a formacgdo de lipoplexos constituidos por:
- ADN/DODAB:MO (2:1; 1:1 e 1:2) [66] (1:2 e 1:4) [69] para transfeccdo;
- pADN(pSV-B-galactosidase)/DODAB:MO (4:1, 2:1 e 1:1) para transfeccdo eficaz de células
de rim embriondrias humanas (293T), sem induzir citotoxicidade significativa [70];
- siARN/DODAB:MO para silenciamento de genes em linhas celulares de carcinoma pulmonar
de ndo pequenas células (H1299 EGFP) e com baixa toxicidade [71].
Tendo por base o sucesso obtido com estas formulagdes, pretende-se no presente trabalho
utilizar as vantagens da formulacdo acima enumeradas para o encapsulamento de um farmaco

anticancerigeno, a DOX, que a seguir se descreve.
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1.5. Doxorrubicina

Selecionou-se a DOX como o farmaco anticancerigeno para encapsular em lipossomas por

vdrios motivos, que se descrevem de seguida.

1.5.1. Carateristicas fisico-quimicas da doxorrubicina
a) Caracteristicas anfifilicas que favorecem o transporte da DOX por lipossomas.
A DOX ¢é uma molécula anfifilica, constituida por um anel tetraciclina hidrofébico que esta
ligado, através de uma ponte glicosidica, a um aminossacarideo hidrofilico, a daunosamina
(Figura 14). Esta caracteristica, dependente do pH, permite que a DOX seja transportada

quer no nucleo interno aquoso dos lipossomas, quer na sua membrana lipidica.

Porcéo hidrofébica Formula molecular: C27H29N011. HCI1
——— Massa Molar: 579,98
Estabilidade: estavel por 24 meses na forma
. Hal liofilizada e 3 meses em solucdo (armazenada
o protegida da luz)
g Aspeto: p6 cristalino higroscopico, composto de
agulhas finas de laranja-vermelho.

“pKa=10.16

OH

= Ka=8 15
o PR Pureza: 99% [17]
O Metabolizacio: essencialmente hepdtica [22]
O g Excrecao: biliar e ndo se acumula no figado [1, 3]
éH: Porgédo hidrofilica

Propriedades Fisicas [1]:
Figura 14 - Representagdo estrutural da DOX na sua forma

neutra e suas propriedades fisico-quimicas. A estrutura Ponto de fusdo: 229-231 °C

quimica foi elaborada em software MarvinSketch ®. pKa: pkal=8§,15; pka2= 10,16 e pka3= 13,2 [9]
Log P: 1,36
LogD: 0,74

b) Fraca solubilidade da DOX em solucao aquosa.
A DOX ¢ solivel em dimetil-sulféxido (DMSO) (100 mg/mL), soldvel em 4dgua com
aquecimento (10 mg/mL) e muito pouco solivel em etanol [72].
A encapsulagdo de farmacos lipdfilos como a DOX em lipossomas proporciona um
aumento da sua solubilidade em dgua e melhora a permeabilidade aos tecidos tumorais.

¢) Nao tem um peso molecular suficiente:
O peso molecular da DOX ¢ de 0,54 kDa, ndo sendo suficiente para se conseguir difundir
através dos capilares para o tumor, pois a pressao intersticial nos tumores € elevada e limita
a entrada de micromoléculas [2, 73]. Assim sendo, a encapsulagdo da DOX em lipossomas

favorecera a entrada do farmaco nos tecidos tumorais.
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d) A DOX possui trés formas prototropicas com 3 pKa associados.
A DOX € uma molécula anfétera pois o grupo amina protondvel do radical aguicar
(pKa;=8,15) confere-lhe caracteristicas bdsicas, enquanto os anéis fenodlicos
desprotondveis (em Ci; com pKa>=10,16 e em Cs com pKaz=13,2) [74, 75] conferem-lhe
caracteristicas dcidas [76] (Figura 14).
A desprotonagdo das funcgdes fendlicas do cromoéforo leva a uma modificagdo do espetro
UV/visivel, causando um desvio para o vermelho. A DOX € descrita como apresentando
cor laranja a um pH 7, violeta a um pH 11 e azul a pH 13 [77, 78].

e) Propriedades espectrais de absorvincia e fluorescéncia:

A estrutura tetraciclica da DOX contém um anel hidroquinona e quinona (Figura 15). O
anel quinona € de especial interesse pelo seu potencial em gerar radicais livres, uma vez
que pode funcionar como doador e recetor de eletrdes [76] quando excitado com certa
quantidade de energia, com determinado comprimento de onda. Estes eletrdes ficam num
estado excitado e quando regressam ao estado fundamental, emitem fluorescéncia. Esta
estrutura aromdtica complexa absorve luz visivel e ultravioleta, o que lhe confere cor

vermelha-alaranjada.

Anel quinana Anel hidroguinona
O OH
+2e +2H"
O OH

Figura 15 - Representagdo estrutural das interconversdes redox entre os anéis quinona e hidroquinona [143].

As transi¢Oes energéticas que ocorrem num atomo ou molécula podem ser determinadas
através de um espetro de absorvancia, que corresponde a medicao da quantidade de luz
absorvida em vérios comprimentos de onda (L), ou através de um espetro de fluorescéncia,
que corresponde a medicao da quantidade de fluorescéncia emitida em varios A.

Os espetros de excitacdo e emissao de fluorescéncia da DOX sdo distintos e ambos sao
sensiveis ao ambiente (pH, sal, tipo de solvente, for¢a i6nica, etc.), o que permite avaliar o
PK e a biodisponibilidade da DOX, por longos periodos de tempo [79].

O alto rendimento quéntico de emissdo de fluorescéncia e a sua elevada extingdo molar
permite a quantificagdo e localizagdo rdpida e exata da DOX, bem como a detecdo da sua
degradacdo quimica (combinada com um arranjo de diodos de cromatografia liquida de
alta eficiéncia consegue-se seguir alguns produtos de degradacdo da DOX), o seu estado

de agregacdo, assim como as mudancas no seu ambiente local (pH e grau de
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a)

b)

hidrofobicidade) e a interacdo da DOX com o ADN e outras macromoléculas [79]. Outra

grande vantagem da DOX € o seu longo comprimento de onda de emissdo (> 550 nm).

1.5.2. Efeitos anticancerigenos e limitacoes terapéuticas da doxorrubicina

1.5.2.1. Efeitos anticancerigenos da doxorrubicina
DOX ¢ um anticancerigeno de 1? linha para um amplo espetro de tumores.
A DOX ¢ o anticancerigeno mais conhecido e mais utilizado da classe das antraciclinas
[80, 81]. As antraciclinas possuem atividade antibidtica e outras atividades de grande
interesse farmacolégico, como a atividade antitumoral, especialmente os farmacos DOX e
a daunorrubicina [82, 83]. A DOX ¢ considerada um dos principais farmacos
antineoplésicos "de primeira linha" quase desde a sua descoberta.
A DOX foi originalmente isolada a partir da bactéria Streptomyces peucetius var. caesius,
descoberta na década de 1960, perto do Mar Adriético, o que explica a origem do nome
comercial adriamicina [78].
Clinicamente, a DOX ¢ aplicada por inje¢do intravenosa como um farmaco livre ou sob a
forma de uma formulagdo lipossomal contendo DOX [84]. Este farmaco tem uma ampla
gama de aplicacdes clinicas contra uma pandplia de tumores, incluindo sarcoma de Kaposi,
carcinoma, leucemia, mama, ttero, ovario, pulmao [85], prostata [86], bexiga [87].
A DOX interage com os acidos nucleicos.
A pH fisioldgico, a DOX contém um grupo amina carregado positivamente que € atraido
eletroestaticamente para os grupos fosfato dos 4dcidos nucleicos, carregados negativamente
(Figura 16). Sendo assim, a estrutura planar do anel tetraciclina intercala-se entre os pares
de bases das cadeias de ADN, sobretudo com a guanina [88], inibindo a enzima
topoisomerase II de permitir o relaxamento do ADN superenrolado impedindo assim a
ligacdo das cadeias do ADN, provocando ruturas simples e duplas dos filamentos. Desta
forma, bloqueia-se a replicagao de ADN e a transcri¢io do ARN [89], o que leva a morte

celular.
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Figura 16 - Doxorrubicina (R=OH) liga-se através do seu grupo amina a guanina do ADN. A esquerda visualiza-se
uma cadeia de ADN a ligar-se a doxorrubicina. A direita visualiza-se a doxorrubicina a intercalar-se entre os pares de
bases das cadeias de ADN (Adaptado de [144]).

Um efeito bioldgico adicional da DOX consiste na sua capacidade de gerar ferro catalisado
a partir de radicais livres (H202 e HO®, que sdo altamente destrutivos para as células) que
causam dano oxidativo ao ADN, proteinas e lipidos das membranas celulares, o que
contribui para o seu efeito antitumoral.

Embora a DOX seja ativa durante todo o ciclo celular, a toxicidade méxima ocorre durante
a fase de sintese (S) de ADN. Quando em baixas concentragdes de farmaco, as células vao

continuar a fase S, e morrer em G2 [90].

1.5.2.2. Limitacoes terapéuticas da doxorrubicina

a) Cardiotoxicidade e outros efeitos secundarios indesejaveis.

A DOX, tal como a maioria dos farmacos quimioterdpicos, tem toxicidade e efeitos
secundérios ligados a sua utilizacdo. A sua toxicidade mais perigosa € a cardiotoxicidade
dependente da dose cumulativa, com uma incidéncia de cerca de 4% quando a dose € de
500-550 mg/m?, 18% quando a dose € de 551-600 mg/m? e 36% quando a dose excede 600
mg/m2, o que limita consideravelmente a utilidade do farmaco [91]. A sua toxicidade
limitante pode levar a cardiomiopatia, que pode levar a insufici€ncia cardiaca congestiva e
morte [92-94] (Figura 17). A toxicidade cardiaca € explicada devido a elevada afinidade que
a DOX tem para com os fosfolipidos carregados negativamente, das membranas das
mitocondrias. O facto do musculo cardiaco ser rico em mitocondrias explica, em parte, a alta

cardiotoxicidade da DOX [93, 95].
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Figura 17 - a) Miocardio normal com pouca ou nenhuma mudanc¢a na matriz extracelular e miécitos intactos.
b) Mesmas caracteristicas mas em maior ampliacao.
c¢) Perda de midcitos, desorganizaciio da matriz e fibrose difusa indicando cardiotoxicidade da
doxorrubicina [7].

Estudos pré-clinicos demonstraram que a DOX encapsulada em lipossomas apresentava
uma maior atividade anticancerigena e uma menor toxicidade do que a DOX livre, pois os
lipossomas com cerca de 100-200 nm de tamanho facilmente extravasam os poros dos
capilares (100-780 nm) ou lacunas na vasculatura que rodeiam as células tumorais [96],
como por exemplo no figado, medula dssea, baco e areas de inflamacdo, excluindo o seu
extravasamento em locais com jungdes capilares apertadas, como as do musculo do
coracdo. Desta forma, reduz-se a cardiotoxicidade da DOX e consegue-se atingir as células-
alvo e concentrar maior quantidade de formaco nas mesmas, com menos efeitos nocivos
sobre as células ndo-alvo, reduzindo-se as concentracdes de farmaco necessdrias para
atingir o efeito terapéutico e, por conseguinte, reduz-se o custo da terapia [97].

A DOX, quando administrada na forma livre, apresenta outros efeitos secundérios, tais
como nauseas, vomitos e diarreia logo ap0s a terapia, estomatite dentro de 7-10 dias apds
a administracdo, alopécia e reacdes cutaneas (hiperpigmentacdo da pele que recobre as
veias usadas para a injecdo, sindrome mao-pé [2] (Figura 21) e inchago localizado. Provoca
ainda uma elevada incidéncia de mielossupressdo, tipicamente leucopenia e
trombocitopenia. Em casos graves, pode levar a febre neutropénica e septicemia,
requerendo hospitalizacdo [98].

b) Eficacia de tratamento baixa devido a multirresisténcia a farmacos (MDR).

O tratamento padrdo com DOX ¢ feito por inje¢cdo venosa de uma dose relativamente
elevada de DOX, na gama de 60 a 75 mg/m? que corresponde a 1,2-2.4 mg/kg de peso
corporal. A DOX ndo € administrada oralmente devido a baixa absorcdo pelo sistema
digestivo. O tratamento por administracdo endovenosa leva a um baixo indice terapéutico
para os tumores cutdneos e causa varios efeitos secunddrios. Independentemente da sua
forma de administracio, a eficacia global da DOX no tratamento do cancro € baixa, devido
a multirresisténcia a farmacos (MDR). A MDR € a capacidade das células tumorais,

expostas a um dnico farmaco, desenvolverem resisténcia a uma vasta gama de farmacos.
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c)

As células tumorais sao cinco vezes mais sensiveis a quimicos que as células normais mas
perdem essa sensibilidade e ficam resistentes. Acredita-se que o fenémeno MDR estd
relacionado com o aumento da producdo da glicoproteina-P (gp-P), sobre-expressa em
células resistentes a farmacos. A gp-P, com peso molecular de 170-180 kDa [99], atua
como uma bomba de efluxo de farmacos, dependente de ATP, ou seja, promove ativamente
a saida do agente quimioterdpico antineopldsico para fora do citoplasma ou expele-o a

partir da bicamada lipidica que constitui a membrana celular (Figura 18).
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Figura 18 - Atividade da glicoproteina-P. A ilustragdo demonstra que o transportador utiliza a energia do ATP para o
efluxo ativo de quimioterdpicos através da membrana plasmética [145].

A gp-P, tal como outras proteinas relacionadas com a MDR, pode afetar a atividade dos
farmacos pela modificacdo da homeostasia do pH. Alteracdes no pH intracelular alteram a
particdo transmembranar ou o aprisionamento intracelular de farmacos. Quando o pH
intracelular fica mais dcido, devido ao aumento da taxa de glicdlise aerébia em tumores e
ao aumento da hipoxia em células vizinhas ao tumor, promove a protonacao dos farmacos,
que normalmente sdo bases fracas com 7,4< pKa <8,2, aumentando a afinidade de ligacao
dos farmacos no meio intracelular e/ou a secrecao de organelos que acumulam os farmacos.
No entanto, quando o pH de células sensiveis a farmacos é deslocado para o nivel
observado em células resistentes a farmacos (pH 10), estes ndo sdo acumulados [100].
Sendo assim, abordagens que afetem o pH podem potenciar os efeitos dos farmacos e
reverter a MDR. Para reverter a MDR empregam-se agentes reversores da multirresisténcia
a farmacos (MDRR) que t€ém como funcdo ligarem-se a gp-P, bloqueando a bomba,
diminuindo o efluxo de farmacos por esta proteina transportadora [101].

Formaciao de dimeros com menor efeito terapéutico. A DOX tem propensao para formar

dimeros em concentracdes a partir de 1 uM [102]. Estes agregados aumentam de tamanho
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com o aumento da concentragdo de DOX. Esta oligomerizagdo resulta da interacdo entre
os eletrdes m dos anéis aromaticos planares, entre moléculas individuais, levando ao seu
empilhamento. Acredita-se que a espécie antraciclina neutra, ndo protonada, € a espécie
dominante envolvida na auto-associa¢do [103]. A agregacdo induz uma diminui¢do
significativa de fluorescéncia devido a formagdo de dimeros ndo fluorescentes [79, 89]. O
efeito de oligdmeros na eficdcia terapéutica ndo € contudo claro. No entanto, a DOX néao
monomérica ndo pode interagir com o ADN da mesma forma que a monomérica, € a
localizacdo exata entre as duas cadeias de ADN deve diferir [104]. Portanto, a forma,
mondmero ou oligdmero, através da qual a DOX ¢ internalizada pela célula tumoral pode
ser um fator importante na eficicia da terapéutica do farmaco, sendo a forma oligomérica

a menos eficaz.

1.6. Encapsulacao da doxorrubicina em lipossomas: encapsulaciao ativa e

passiva
Para tentar resolver a limitacdo da toxicidade da DOX, foram desenvolvidos estudos de
encapsulacdo deste firmaco em lipossomas, por métodos de encapsulacdo ativa e passiva.
As primeiras formulagdes de lipossomas contendo a DOX foram produzidas por encapsulacao
passiva do farmaco. A encapsulacio passiva ocorre durante a formagao dos lipossomas ou na
sequéncia do processo de hidratagdo do filme lipido seco com uma solug¢do aquosa, que leva a
obtenc¢do de um certo volume aquoso dentro de cada lipossoma. A DOX como € uma molécula
anfipética, dependendo do pH tem o potencial para residir no nicleo aquoso dos lipossomas,
bem como na bicamada lipidica.
Normalmente, os métodos de encapsulacio passivos ndo sao tdo eficientes (eficiéncia méxima
de 80 %) [49] e a propor¢ao maxima de farmaco-lipido obtida € baixa e depende da solubilidade
maxima de DOX (<10 mM) [102].
A encapsulacio ativa recorre a um gradiente transmembranar de pH ou de ides (4cido acético
para os acidos fracos e sulfato de amoénio para as bases fracas) em lipossomas pré-formados
para encapsular dcidos ou bases fracas anfipaticas, que no interior adquirem carga elétrica (o
que impede a sua difusdo pela membrana) e posteriormente precipitam. Nichols e Deamer
foram os primeiros a demonstrar este tipo de encapsulacdo, mas com aminas anfipaticas em
lipossomas, por meio de um gradiente de pH [105]. Em 1987, os criadores da formulagdo
lipossomal Doxil conseguiram encapsular a DOX (base fraca anfipatica) como se representa na

Figura 19.
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Figura 19 - Encapsulagdo ativa da doxorrubicina em lipossomas exibindo gradiente transmembranar de ides promovido
pelo aménio:

a) Pelo método de gradiente de ido aménio, a DOX ¢ adicionada aos lipossomas pré-formados na forma neutra
devido ao grupo amina.

b) DOX-NHj; atravessa a membrana lipossomal.

¢) No interior acidico dos lipossomas, o grupo aménio (ido formador do gradiente) cede ides H a DOX, ficando
esta carregada positivamente.

d) Depois sofre conjugagido com os anides sulfureto (contra-ido do ido formador do gradiente) e precipita para
controlar a eficiéncia e estabilidade da encapsulagdo, bem como a taxa de libertacdo da DOX a vadrias
temperaturas.

— Representa processos que ocorrem durante a encapsulagcdo da DOX.
— Representa processos que ocorrem durante a libertagdo da DOX. Adaptado de [2].

A encapsulacgdo ativa resulta em propor¢cdes de farmaco:lipido elevadas, de cerca de 48000
moléculas de DOX por lipossomas de 100 nm de didmetro. Quanto a libertacdo do farmaco,
estudos verificaram que este método de encapsulacao da DOX permite uma libertacdo bifésica,
que requer uma dissolugdo lenta do precipitado, seguida de difusdo pela membrana. A vantagem
deste tipo de encapsulacdo do farmaco € que este encapsulamento pode ser feito
independentemente do tempo e do local de fabrico de lipossomas. O problema desta
encapsulacdo, que pode afetar a eficicia terapéutica € a sua tendéncia para a auto-agregacao a
concentracdes a partir de 1 uM, formando oligémeros cujos efeitos na eficacia terap€utica sao
ainda desconhecidos [104].

Apesar do sucesso da Doxil, algumas questdes sobre a sua eficdcia terapéutica se levantam, tais
como:

a) Nao se conhece com certeza o efeito da oligomerizacdo da DOX na intercalagdo do ADN,
pelo que a DOX ativamente encapsulada na formulagcdo de Doxil poderd ver o seu efeito
terapéutico afetado devido a oligomerizagdo. De facto, concentracdes mais elevadas de
DOX, como as obtidas pelos métodos de encapsulacdo ativa levam a formagao de dimeros
geometricamente mais volumosos que a molécula DOX isolada, o que possivelmente

afetard a sua capacidade de intercalacio no ADN e como tal o seu efeito como
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anticancerigeno (Figura 20). O mesmo tipo de efeito redutor da capacidade anticancerigena
da DOX e de outros citotoxicos foi verificado por associacdo destes com moléculas de
cafeina, por um tipo de interacdo n- m semelhante & que ocorre entre duas moléculas de

DOX;

o HIDROGENIO
© OXIGENIO
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Figura 20 - Representacdo esquemdtica da molécula de ADN e do local de intercala¢do da doxorrubicina monomérica (A).
Elevadas concentracdes de doxorrubicina formam dimeros de geometria paralela (B) e antiparalela (C) provocando uma
possivel diminui¢@o na intercalacdo no ADN por impedimento estérico.

b) Apesar de ser menos toxica que a DOX livre, a Doxil (DOX em lipossomas) também
apresenta efeitos secunddrios indesejaveis tais como: rubor e falta de ar durante a infusdo
intravenosa; eritrodisestesia palmo-plantar ou “sindrome da mao e do pé” que se manifesta

como vermelhiddo, sensibilidade, e descamacao da pele das maos e pés (Figura 21).

Figura 21 - Eritrodisestesia palmo-plantar ou “sindrome da méo e do pé” [146].

Uma das solu¢des apontadas para reduzir eritrodisestesia palmo-plantar seria reduzir um
pouco o tempo de circulacdo da DOX lipossomal, substituindo o contra-ido de sulfato, o
amonio pelo glucuronato que tem um coeficiente de permeabilidade semelhante ao sulfato
mas ndo induz a precipitacdo de farmacos dentro dos lipossomas. O seu uso resulta num
tempo de circulagio da DOX um pouco mais curto que pode permitir uma menor
acumulacio de DOX na pele, reduzindo assim a gravidade do “sindrome da mao e do p¢”,

mas sem perda de eficicia terapéutica em camundongos portadores de tumor.
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¢) O mecanismo de libertagdo da DOX e a sua internalizacdo pelas células tumorais ainda nao
€ conhecido (ou a DOX ¢ internalizada na forma intacta e sé dentro da célula ocorre a sua
libertagdo ou entdo a DOX liberta-se no intersticio tumoral e € absorvida pelas células
tumorais) [2].

d) Ao analisar imagens de microscopia eletrénica de transmissdo com criogenia (cryo-TEM
do inglés Cryo-Transmission Electron Microscopy) da Doxil consegue-se observar que os
complexos de (DOX)2SO4 tocam a membrana vesicular forcando uma mudanca de forma
das vesiculas esféricas para ndo-esféricas. No entanto, a membrana do lipossoma Doxil é
robusta o suficiente para manter a integridade dos lipossomas (Figura 22). Mas esta
mudanca na forma de Doxil pode ser um dos fatores que levam a ativacdo do sistema

complemento, provocando assim reacdes de toxicidade indesejdveis [2].

Figura 22 — Microscopia eletrénica de transmissdo com criogenia (Cryo-TEM) da Doxil [2].
Estas limitacdes existentes na primeira formulacdo lipossomal de DOX apontam para o facto
de haver ainda espaco para melhoria da formulagcdo. Assim, na sec¢ao seguinte descrever-se-ao
algumas propostas de melhoria as formulagdes lipossomais de DOX, algumas das quais foram

concretizadas com este trabalho e outras que constituem as perspetivas futuras.

1.7. Caracteristicas a manter e a alterar para melhorar a formulacao

lipossomal com doxorrubicina
Compreendendo a interagdo da DOX com o seu sistema veiculador permite-nos otimizar e
alterar os sistemas de distribuicdo de fairmacos ja existentes ou criar um novo tipo de sistema
de entrega de farmacos. Com base nas licdes aprendidas com os varios estudos publicados até
ao momento, € possivel resumir algumas caracteristicas que poderiam ser mantidas e outras que
poderiam ser alteradas para melhorar ainda mais a formulagdo lipossomal com DOX para o

tratamento do cancro:

a) Controlo de tamanho dos lipossomas.

Tamanho e polidispersdo (PDI) sdo caracteristicas muito importantes. Pretende-se portanto

obter uma distribuicdo homogénea de nanovetores pequenos.
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Alguns nanovetores propostos como veiculadores de DOX sao demasiadamente grandes
para permitir o extravasamento nos tecidos extra-hepéticos e para tirar proveito do efeito
de EPR. Sendo assim, iremos desenvolver lipossomas do tipo LUVs com tamanhos de 100-
200 nm, que sdo grandes o suficiente para evitar a captagdo pelo figado, mas
suficientemente pequenos para evitar a filtracdo pelo baco [53]. Os LUVs sao mais
adequados para a encapsulagdo de uma molécula anfipdtica como a DOX pois possuem
uma interface hidréfila ao nivel das cabecas polares e vaciolo aquoso e uma regido lipéfila
na bicamada lipidica. Sao também de fécil e rdpida preparacdo e detém ainda uma elevada
estabilidade e reduzidas interferéncias espectrais [23, 106].

b) Controlo da carga de superficie dos lipossomas.
Alguns nanovetores propostos como transportadores de DOX incluem lipidos carregados
negativamente, como o fosfatidilglicerol (PG). No entanto, a presen¢a de uma fragdo molar
elevada de PG na bicamada do lipossoma pode acelerar a absor¢do pelo RES e também
podem induzir a ativa¢do do sistema complemento [107].
Lipossomas com carga neutra também sio indesejaveis por causa da instabilidade da
formulacao e porque a DOX liberta-se mais rapidamente de lipossomas neutros do que
catidnicos e anionicos porque estes ultimos estabelecem forcas repulsivas mutuas que os
tornam mais estdveis a transportar e a aprisionar a DOX e promovem uma libertacdo mais
prolongada e uma toxicidade e hemdlise menor.
O ideal serd uma carga ligeiramente positiva, que promove o direcionamento passivo,
aumentando a absorc¢do por parte das células, e adiciona a possibilidade de uma posterior
complexacdo com os dcidos nucleicos, proporcionando um efeito terapéutico sinérgico
(terapia medicamentosa e terapia génica).

¢) Processo de encapsulamento da doxorrubicina nos lipossomas.
Neste trabalho pretendemos resgatar a encapsulacdo passiva que evita a concentragao e/ou
precipitacio de DOX no interior dos lipossomas e consequentemente evita a
oligomerizacdo. Além disso, a documentada coexisténcia de fases lamelares e ndo
lamelares no sistema de transporte que ird ser utilizado [67] dd a possibilidade de
encapsular o farmaco nao s6 ao nivel da bicamada, mas também no interior da fase ndo
lamelar invertida de MO, o que pode levar a encapsula¢des proximas de 100 %.

d) Aumentar o tempo de circulacio.
A capacidade do PEG para aumentar o tempo de circulagcdo dos lipossomas depende tanto
da quantidade de PEG adicionada como do comprimento, ou do peso molecular do

polimero. Os maiores tempos de circulacdo no sangue foram relatados para lipossomas
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com PEG de cadeia mais longa [108]. No caso da formulagdo desta dissertacdo, propomos
como trabalho futuro a conjugacdo dos lipossomas desenvolvidos com PEG-CerC16-PE.
e) Acionar a libertacao da doxorrubicina.
Com as formulacdes conhecidas de DOX, a sua libertacdo € acionada pela presenca de ides
H*, como é o caso do meio acidico dos tecidos cancerigenos [2]. Em trabalhos futuros, a
libertacdo de DOX serd promovida pela incorporacdo de fosfato de
dioctadecildimetilamé6nio (DODAP) na composi¢do lipossomal, que € sensivel ao pH.
f) Direcionamento ativo com hialuronato, manose e folato, bem como terapia sinérgica
(com o farmaco encapsulado e complexacdo de dcidos nucleicos) e inibicao da pg-P
(glicoproteina P) sdao objetivos delineados para trabalhos futuros, que poderdao enriquecer

a formulacdo e torni-la mais eficiente.

Na Figura 23 pode-se observar a previsdo do nanovetor multifuncional que foi
desenvolvida no ambito deste projeto (estratégias enumeradas acima como a), b) e c))
juntamente com algumas outras estratégias, ainda ndo desenvolvidas, mas que constituem
as perspetivas futuras para o desenvolvimento final deste nanovetor (estratégias

enumeradas acima como d), e) e f)).

ACIONADOR pH
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Figura 23 - Representacdo esquemadtica do nanovetor desenvolvido que consiste em lipossomas de DODAB:MO (1:2) contendo
DOX encapsulada de forma passiva na bicamada lamelar de DODAB e no vactiolo contendo as estruturas nio lamelares
invertidas de MO. Outras estratégias apresentadas representam perspetivas futuras.

FOLATO (alvo:

recetores folato)

28



1.8. Objetivos do trabalho
1.8.1.Objetivo geral

O objetivo geral é desenvolver uma formulacdo lipossomal para a entrega do farmaco

anticancerigeno DOX, que tenha potencial para ser aplicada na terapia cancerigena.

1.8.2.Objetivos especificos
Este projeto tem como objetivo o desenvolvimento de uma formulacdo lipossomal para a
entrega de um farmaco anticancerigeno - a DOX.
Para tal percorreu-se uma série de etapas que se enumeram a seguir € que constituem 0s
objetivos especificos do trabalho:
a) Determinagdo das curvas de calibracdo da DOX através de leitura, no espetrofotometro e
fluorimetro, de diferentes padrdes de farmaco dissolvido em:
- 4gua para determinar a sua eficiéncia de encapsulacio (EE).
- tampao de pH 5 (mimetiza pH do tecido cancerigeno), pH 7,4 (mimetiza pH do soro) e pH 9
(muito proximo do pKa da DOX). Estas curvas em diferentes valores de pH servem para
analisar as possiveis alteracOes de espetros e determinar a libertacdo controlada da DOX, in
vitro, nos diferentes tecidos onde esta se ird distribuir e/ou acumular.
b) Desenvolver uma formulagdo lipossomal de DODAB:MO (1:2) com DOX encapsulada por
trés métodos: método de hidratacdo, incubacdo e inclusdo direta e posterior andlise do tamanho
(com distribuicdes em intensidade e numero), polidispersdo (PDI), carga superficial e
estabilidade ao longo do tempo, por técnicas de DLS (do inglés, Dynamic Light Scattering ou
dispersdo de luz dinamica) e ELS (do inglés, Electrophoretic Light Scattering dispersao de luz
eletroforética).
¢) Determinacdo do coeficiente de particdo da DOX em formula¢des lipossomais/agua por
espetroscopia derivativa, em que solugdes aquosas de DOX sdo adicionadas a concentrac¢des
crescentes de lipossomas. Os brancos sdo preparados na auséncia de DOX. Os perfis de
retengdo/libertagcdo in vitro da DOX determinam-se por leitura das amostras e brancos, no
espetrofotémetro, a seis temperaturas diferentes, abaixo e acima da T, dos lipidos, de modo a
imitar as membranas celulares a diferentes temperaturas e a dois valores de pH (5 e 7,4).
d) Ensaio de temperatura de transicao de fase para testar as alteragdes biofisicas promovidas
pela DOX em membranas de DMPC (modelo biomimético simples reconhecido da membrana
celular) e na formulacio DODAB:MO (1:2).
e) Avaliacdo da EE da DOX em formulacdes preparadas por trés métodos de encapsulacao
diferentes. Para testar a EE tem de se centrifugar e separar a DOX encapsulada nos lipossomas,
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da DOX ndo encapsulada e solubilizada no filtrado aquoso, para depois determinar a sua
concentracdo em cada uma das fragdes, por leitura espetroscopica.
f) Teste de citotoxicidade pelo método SRB, numa linha de células cancerigenas (MDA-MB-

468), por célculo do ICsp (concentragao de DOX capaz de inibir 50% do crescimento celular).
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CAPITULO 11
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Na tabela 2 apresenta-se uma listagem de todos os materiais (reagentes € equipamentos)

utilizados no decurso do presente trabalho:

Tabela 2 — Listagem de todos os materiais (reagentes e equipamentos) utilizados no decurso do presente
trabalho

Materiais Adquiridos de Cidade, Pais

Acetato de sdédio cristalino GR Merck KGaA Darmstadt, Alemanha
Hidréxido de sodio

Acido acético

Etanol para andlise

HEPES ou acido N-(2-hidroxietil)
piperazina-N-etanossulfénico

Agua ultrapura Millipore Massachusetts, EUA
Corporations

Balanca analitica Denver Instrument Nova lorque, EUA

Banho de dgua quente VWR Wayne, EUA

Banho ultrassénico Branson 1200 Branson Ultrasonics Danbury, EUA

Base Tris Fisher Scientific Leicestershire, Reino

Unido
Cloroférmio Sigma — Aldrich St. Louis, Missouri (EUA)
MO e Reino Unido

Solugdo de hidréxido de s6dio 50% em H.O
Sal de sédio de sulforrodamina B

DOX

Tripsina

Célula capilar de potencial zeta descartavel Malvern Instruments | Worcestershire, Reino
Zetasizer Nano ZS Malvern Ltd Unido

Células de quartzo Hellma Analytics Miillheim, Alemanha
Centrifuga 5804 R Eppendorf Nova lorque, EUA
Células de poliestireno descartaveis de | Sarstedt AG&Co Niimbrecht, Alemanha
10x10x45 mm

Filtros-R estéreis apirogénicos (0,2 um e 0,45

um)

Dispositivos de filtragdo centrifuga Amicon | Merck Millipore | Tullagreen, Irlanda
com filtros de 50 kDa (50 000 MWCO) Ireland Ltd

DMEM Biochrom Alemanha

DODAB Tokyo Chemical | Toshima, Japdo

Industry Co. (TCI)

Espetrofotometro de varredura UV-3101PC | Shimadzu Corporation | Téquio, Japao
UV-Vis-NIR

Estufa Memmert U40 Memmert Schwabach, Alemanha

Extrusor Lipex Northern Lipids Inc. Burnaby, Canada

FBS Invitrogen EUA

Filtros de membrana de policarbonato | Whatman Kent, Reino Unido

Nuclepore Track-Etched

Fluorimetro Perkin Elmer LS 50 Perkin Elmer Waltham, Massachusetts
(EUA)

Gas Nitrogénio Alphagaz™ Algés, Portugal
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Leitor de microplacas de absorcdo UV-Vis | Molecular Devices Califérnia, EUA
SpectraMax Plus 384

Linhagem celular MDA-MB-468 ATCC® HTB-132™ Maryland, EUA
Metanol Carlo Erba Reagents Val de Reuil, Franca
PBS Panreac AppliChem Barcelona, Espanha

(Cloreto de potassio

Cloreto de sédio

Di-Sédio Hidrogeno Fosfato 12-hidrato
Potdssio di-hidrogénio fosfato)

pHmetro de bancada 691 Metrohm Herisau, Suica

Seringas e filtros descartdveis e estéreis 0.2 um | Corning Califérnia, EUA

Vortex Genie ™ Scientific  industries, | Nova lorque, EUA
Inc.

2.2. Métodos

2.2.1.Preparacao das formulacoes lipossomais DODAB:MO (1:2)
Antes de iniciar qualquer um dos métodos de encapsulacio da DOX a seguir descritos,
prepararam-se os lipossomas DODAB:MO (1:2) sem DOX, ou seja, a formulagdo placebo, em
triplicado. Para tal, prepararam-se solucdes stock etandlicas 20 mM de lipidos DODAB e MO.
Volumes definidos (500 uL. de DODAB e 1000 uL de MO) foram retirados da solugdo stock
de lipidos DODAB e MO (20 mM) em etanol e foram colocados num balao de fundo redondo.
(Figura 24). Ap6s a sua utilizagdo, as solucdes stock foram armazenadas no frigorifico para
manter a estabilidade e foram colocadas num recipiente fechado que tem de ser rapidamente

selado para diminuir o risco de contaminacao até haver necessidade de as usar novamente.
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Figura 24 - Preparagéo de lipossomas DODAB:MO (1:2) pelo método de hidratagdo do filme lipidico.

A mistura etandlica de lipidos adicionou-se aproximadamente 10 mL de um solvente organico,
o cloroférmio, para ajudar a solubilizar as substancias e obter uma mistura homogénea. De

seguida levou-se o baldo para a hotte onde lhe foi aplicada um fluxo constante de gis nitrogénio,
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com um movimento de rotacdo constante do baldo para que todos os vestigios de solventes
organicos evaporassem e se formasse um filme lipidico seco, tdo fino quanto possivel, na parede
do baldo. O solvente tem de ser removido de modo uniforme para evitar a cristaliza¢ao de certos
componentes lipidicos, que conduz a uma mistura de lipidos menos homogénea.

Hidratou-se o filme lipidico seco com 5 mL de dgua ultrapura e procedeu-se ao aquecimento
da suspensdo obtida acima da T do lipido com maior T (60 °C), alternando com agitagcdo
mecénica vigorosa no vortex, a fim de retirar todo o filme fixado na parede do baldo e obter
uma suspensao com lipossomas multilamelares de DODAB:MO (1:2), com uma concentragao
final de 6 mM. Estes MLVs vao passar repetidamente por um extrusor Lipex, sob pressoes de
6-8 bar, termostatizado a uma temperatura superior a temperatura de transicdo dos lipidos (60
°C), através de filtros de membranas de policarbonato Nuclepore Track-Etched com diferentes
diametros de poro, escolhidos em fun¢do do tamanho final pretendido. Fez-se 5 passagens por
um filtro de 400 nm, depois 5 passagens por um de 200 nm e no final 10 passagens por um de
100 nm, resultando na producdo de LUVs, homogéneos em termos de diametro médio, de 100-
200 nm. O uso de filtros com tamanho de poro maior, seguido por tamanhos de poros menores
€ necessdrio para se obter uma suspensao com uma distribuicdo homogénea de tamanho.

A extrusdo possui algumas desvantagens: pode alterar a estrutura dos lipossomas assimétricos;
pode diminuir a eficdcia de encapsulacdo e para obter um tamanho pequeno de vesiculas é
recomendado proceder a mais de dez ciclos de extrusdo através de uma membrana com um
tamanho de poro inferior a 200 nm [34].

Repetiu-se este processo de hidratacao do filme lipidico e extrusdo para mais duas suspensoes
de lipossomas DODAB:MO (1:2), para obtermos triplicados da formulacdo placebo.

Ap6s o processo de extrusdo, as amostras foram armazenadas num frigorifico a 4 °C, até a

andlise de tamanho e carga de superficie no Zetasizer Nano ZS Malvern.

2.2.2.Preparacao das formulacoes lipossomais DODAB:MO (1:2) contendo
doxorrubicina
2.2.2.1. Método de hidratacao
Retiraram-se 500 uL de DODAB e 1000 uL de MO das solucdes stock de lipidos DODAB e
MO (20 mM) em etanol e foram colocados num baldo de fundo redondo (Figura 25).
Adicionou-se aproximadamente 10 mL de cloroférmio e aplicou-se gas N> até se formar o filme
lipidico seco na parede do baldo. Hidratou-se o filme lipidico seco com uma solu¢do de DOX
(5x10% M) dissolvida em dgua ultrapura e procedeu-se ao aquecimento da solugdo a 60° C, ou

seja, acima da Ty, do lipido com maior Ty, (45 °C), alternando (10 vezes) com agitacdo mecanica
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vigorosa no vortex, a fim de retirar o filme lipidico da parede e obter uma suspensdao com
vesiculas multilamelares (MLVs) de DODAB:MO (1:2), com uma concentrac¢do final de 6 mM
e com a DOX encapsulada.

Seguidamente procedeu-se a extrusdo da suspensdo de MLVs, fazendo-a passar 5 vezes através
de um filtro de membrana de policarbonato de 400 nm, 5 vezes pelo filtro de 200 nm e 10 vezes
no de 100 nm, em condi¢des de elevada pressdao (6-8 bar) e a uma temperatura superior a
temperatura de transi¢do de fase dos lipidos (60 °C). Com a extrusdo formaram-se LUVs de
DODAB:MO (1:2) com a DOX encapsulada.

Repetiu-se a hidrata¢io e extrusdo para mais duas concentracdes de DOX em dgua (5x107 e
5x10*M). Apés o processo de extrusdo, as amostras foram armazenadas num frigorifico até

serem analisadas no Zetasizer Nano ZS Malvern.
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Figura 25 - Método de encapsulac@o da doxorrubicina por hidratacdo do filme lipidico.

2.2.2.2. Método de incubacao
Retiraram-se 500 uL de DODAB e 1000 uL de MO das solucdes stock de lipidos DODAB e
MO (20 mM) em etanol e foram colocados num baldo de fundo redondo (Figura 26).
Adicionou-se aproximadamente 10 mL de cloroférmio e aplicou-se gas N> até se formar o filme
lipidico seco na parede do balao. Hidratou-se o filme lipidico seco com 5 mL de dgua ultrapura
e procedeu-se ao aquecimento da solugdo a 60° C, ou seja, acima da Tm do lipido com maior T
(45 °C), alternando 10 vezes com agitacdo mecanica vigorosa no vortex, a fim de retirar o filme

lipidico da parede e obter uma suspensdo com vesiculas multilamelares (MLVs) de

DODAB:MO (1:2), com uma concentracdo final de 6 mM.

34



Seguidamente procedeu-se a extrusao da suspensao de MLVs, fazendo passar 5 vezes através
de um filtro de membrana de policarbonato de 400 nm, 5 vezes pelo filtro de 200 nm e 10 vezes
no de 100 nm, em condi¢des de elevada pressdao (6-8 bar) e a uma temperatura superior a
temperatura de transicao dos lipidos (60 °C). Depois da extrusao adicionou-se aos LUVs uma
solucdio aquosa de DOX para obter uma concentragio final de 5x10° M. Incubou-se a solugio
de DOX com os lipossomas acima da T, (50 °C) durante 30 minutos.

Repetiu-se este método para obter mais duas concentragdes finais de DOX (5x107 e 5x10 M).
Apbs o processo de extrusdo, as amostras foram armazenadas num frigorifico até serem

analisadas no Zetasizer Nano ZS Malvern.
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Figura 26 - Método de encapsulacdo da doxorrubicina por incuba¢io com lipossomas pré-formados pelo método de hidratacao
do filme lipidico.

2.2.2.3. Método de inclusio direta

Retiraram-se 500 uL. de DODAB e 1000 uL. de MO das solucdes stock de lipidos DODAB e
MO (20 mM) em etanol e foram colocados num balao de fundo redondo (Figura 27), juntamente
com uma solugio de DOX em etanol de concentracio de 5x10° M. Adicionou-se
aproximadamente 10 mL de cloroférmio e aplicou-se gds N> até se formar o filme lipidico seco
na parede do baldo. Hidratou-se o filme lipidico seco com 5 mL de dgua ultrapura e procedeu-
se ao aquecimento da solu¢do a 60° C, ou seja, acima da T, do lipido com maior Ty, (45 °C),
alternando 10 vezes com agitagdo mecanica vigorosa no vortex, a fim de retirar o filme lipidico
da parede e obter uma suspensao com vesiculas multilamelares (MLVs) de DODAB:MO (1:2),
com uma concentragio final de 6 mM e concentrago final de DOX de 5x10°° M.

Seguidamente procedeu-se a extrusao da suspensdao de MLVs, fazendo passar 5 vezes através

de um filtro de membrana de policarbonato de 400 nm, 5 vezes pelo filtro de 200 nm e 10 vezes
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no de 100 nm, em condi¢des de elevada pressdao (6-8 bar) e a uma temperatura superior a
temperatura de transi¢ao dos lipidos (60 °C).

Repetiu-se este método de co-solubilizacdo da DOX junto com os lipidos DODAB e MO em
etanol antes da formacgdo do filme lipidico para mais duas concentragdes de DOX em etanol
(5x107 e 5x10* M) a que se seguiu a hidratacdo do filme lipidico seco e a extrusio.

Ap6s o processo de extrusdo, as amostras foram armazenadas num frigorifico até serem

analisadas no Zetasizer Nano ZS Malvern.
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Figura 27 - Método de encapsulac@o da doxorrubicina por inclusdo direta antes da formacdo do filme lipidico seco.

2.2.3.Métodos de caracterizacdo das formulacées lipossomais com e sem

doxorrubicina

2.2.3.1. Anadlise do tamanho e polidispersao
A dispersao de luz dinamica (DLS do inglés Dynamic Ligth Scattering), € uma técnica de
medicao da distribuicdo do tamanho de nanovetores suspensos num liquido, na resolugdo
nanométrica (no caso do aparelho utilizado a resolucdo € de 0,0003 um a 10 um) [13, 109].
Esta técnica baseia-se no conceito de que o0s nanovetores em suspensio movem-se
aleatoriamente devido as colisdes com as moléculas de solvente e por isso a distancia entre os
nanovetores estd constantemente a mudar no tempo. Este movimento observado por Robert
Brown ficou conhecido como “movimento Browniano”. Quando um laser (1) incide numa
célula de poliestireno (2) que cont€m a amostra, o0 movimento browniano dos nanovetores
provoca a dispersdo da luz em todas as dire¢des, com intensidades diferentes, em fun¢do do
tempo. O detetor (3) mede a luz dispersa e o correlador (5) estabelece a correlacdo entre o

tamanho dos nanovetores e a intensidade de dispersdo (Figura 28 e 29).
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Figura 28 - Configuracio tipica do aparelho de DLS. Adaptado de [13].

A andlise dessas flutuacdes de intensidade permite determinar o coeficiente de dispersdo e o

raio hidrodinamico, usando a equacdo de Stokes-Einstein:

kT
R=cs 2.1

R- raio hidrodindmico

K- constante de Boltzmann (K=1,38 x10-'° erg/°K)
T- temperatura absoluta

n- viscosidade do solvente

D- coeficiente de dispersao translacional

Sendo assim, € possivel estabelecer uma correlagdo entre o tamanho dos nanovetores e a
intensidade de dispersdo, porque os nanovetores pequenos movem-se mais rapidamente num
liquido, do que os maiores (Figura 29). Desta forma, os nanovetores de menores dimensdes

dispersam a luz incidente com flutuagdes de intensidades mais rapidas [13].
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Figura 29 -Correlacdo entre o tamanho dos nanovetores e a intensidade de dispersdo.
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Para se fazer uma leitura de uma amostra devem-se fazer varias medi¢des para assegurar que

os diferentes parametros a medir ndo mudam muito e que o correlograma se mantém idéntico

pois vérios fatores influenciam o cdlculo do tamanho dos nanovetores, entre eles inclui-se a

temperatura, uma vez que interfere diretamente com a viscosidade do meio.

Os parametros a medir sdo:

“Effective diameter” - é a medida do diametro de cada varrimento.
“Mean diameter” - € a média das medidas de didmetro dos varrimentos.

E também importante analisar os trés tipos de indice de distribuicio (nimero, volume
e intensidade) para verificar se a amostra € uniforme ou apresenta diferentes populagdes,
como se ilustra na Figura 30 onde apenas com a distribuicdo por niimero se torna

evidente a existéncia de duas populacdes de tamanhos diferentes.
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Figura 30- Distribui¢des de nimero, volume e intensidade de uma mistura bimodal de nanovetores de
5 e 50 nm presentes em igual proporgao.

Caso se observe uma populacdo com tamanhos distintos deve-se analisar o indice de
distribuicdo por niimero para inferir a percentagem relativa de cada populacgdo.

“Avg Count Rate” ou média das taxas de contagem- valor maximo = 500 Kcps (significa
que a amostra estd concentrada); valor minimo = 2 Kcps (significa que a amostra esta
diluida ou muito concentrada). Deve-se otimizar a concentracdo de nanovetores para
que a taxa de contagem tenha um valor razodvel, tornando a medi¢ao mais fidvel.

PDI — relacionado com a largura do pico do grifico da distribuicdo de tamanho,
mostrando se a suspensdo de nanovetores ¢ monodispersa com uma distribuicdo
unimodal ideal (<0,02), quase monodispersa (0,02-0,08) ou polidispersa (>0,08). Alta
polidispersdo indica a existéncia de nanovetores de diferentes tamanhos, e/ou de

agregados (Figura 31).
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Figura 31- Representacdo esquemdtica de uma distribui¢io por intensidade de nanovetores analisados pela técnica de
dispersdo de luz dinamica. O grifico a esquerda indica uma populacdo com raios hidrodindmicos uniformes, e
portanto monodispersa. O grifico da direita apresenta uma maior polidispersdo (PDI) devido a presenca de
nanovetores pequenos e agregados maiores.

Quando os nanovetores a medir sdo rigidos, € adequado atingir esses valores. No
entanto, quando os nanovetores a medir sdo mais molddveis, como é o caso dos
lipossomas, atingir esses valores é muito mais dificil. Neste caso particular, de uma
mistura de dois lipidos e de um farmaco € ainda mais dificil de alcangar um nivel muito
baixo de PDI. No entanto, os valores de 0,2 foram considerados aceitdveis para uma
distribuicao de tamanho, relativamente homogénea.

A técnica DLS permite uma andlise confidvel e repetivel do tamanho do nanovetor em

um ou dois minutos, precisando para tal, de um pequeno volume para andlise e do

conhecimento da viscosidade do liquido onde o nanovetor a medir se encontra [110].

Para medir o tamanho médio, o respetivo desvio padrao e o PDI das amostras, estas foram

retiradas do frigorifico, onde foram guardadas e protegidas da luz para manter a estabilidade, e

trazidas para a temperatura ambiente. Aliquotas de 1 mL de formulag¢do foram colocadas em

c€lulas descartdveis de poliestireno e analisadas no Malvern Zetasizer Nano ZS tendo sido

realizadas trés leituras independentes de dez varrimentos cada, com os parametros indicados na

Tabela 3.

Tabela 3- Parametros usados para medir o tamanho dos nanovetores com o analisador de particulas Malvern

Zetasizer Nano ZS.

Material Latex de poliestireno
Indice de refracdo 1,590
Absor¢do 0,01

Dispersante Agua
Temperatura 25°C
Viscosidade 0,8872cP
Indice de refracdo 1,330

Opc¢oes de viscosidade da amostra

Viscosidade do dispersante € usada como amostra de viscosidade

Temperatura 25,0
Tempo de Equilibrio 120 segundos
Tipo de célula DTS0012 — célula de dimensionamento descartdvel

Angulo de medigio

173° retrodispersio (padrdo NIBS)
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Medicao

Numero de varrimentos 10

Duracao da série 10 segundos

Niimero de medic¢des 3

Atraso entre as medig¢oes 0 segundos
Método de posicionamento Procurar posicdo ideal
Selecdo automdtica do atenuador Sim

Os LUVs proporcionam bons resultados com esta técnica de determinagdo do raio
hidrodinamico dos nanovetores, devido a sua homogeneidade de tamanhos e a sua esfericidade
[111]. Foram realizadas medi¢des periddicas de DLS das amostras armazenadas para se analisar
a perda de estabilidade durante o armazenamento que pode ocorrer por degradagcdo dos seus
componentes que culmina na rutura membranar, agregacdo e/ou sedimentagdo ao longo do
tempo. Se 0s nanovetores se agregarem, haverd uma populacdo maior de nanovetores com um

raio maior [112]. Pode também haver perda do material encapsulado [42, 113].

2.2.3.2. Analise da carga superficial
A dispersdo de luz eletroforética (ELS do inglé€s “Electrophoretic Light Scattering”) ¢ uma
técnica de medi¢cdo da mobilidade eletroforética de moléculas e nanovetores dissolvidos ou
dispersos num liquido. Aliquotas de cerca de 0,8 mL da formulacdo foram usadas no
enchimento de uma célula capilar de potencial zeta descartdvel (optou-se pelas células
descartdveis pois evitam contaminagdes cruzadas entre as amostras), que contém dois elétrodos
e € colocada no mesmo aparelho mencionado no estudo do tamanho dos lipossomas, ou seja, 0
Zetasizer Nano ZS Malvern. Um laser passa através da amostra e um campo elétrico € aplicado
aos elétrodos da célula capilar, criando uma diferenca de potencial, obrigando os nanovetores
que tém carga liquida (encontram-se carregados eletricamente quando em contacto com um
eletr6lito) a migrar em direcdo ao elétrodo de carga oposta com uma velocidade, conhecida
como mobilidade eletroforética, e a frequéncia de dispersao de luz provocada pelos nanovetores
€ desviada. O desvio da frequéncia de dispersdo de luz (efeito de Doppler) € proporcional a
mobilidade eletroforética dos nanovetores, e portanto ao potencial zeta [110] (Figura 32).
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Figura 32- Representacéo esquemadtica de uma célula capilar descartavel de avaliacdo do potencial-zeta. Apds a aplicagdo de
uma diferenga de potencial entre os elétrodos, os nanovetores carregados deslocam-se em dire¢do ao elétrodo de carga oposta
a sua, provocando um desvio da frequéncia de dispersdo de luz que nelas incide.
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A carga liquida na superficie do nanovetor afeta a distribui¢do de ides na sua vizinhanca,
aumentando a concentracdo de contra-ides (ides com carga oposta) junto a superficie. A forca
de ligacdo depende da distancia dos contra-ides para o nanovetor em suspensio. Assim, forma-
se uma dupla camada elétrica na interface do nanovetor com o liquido, constituida por uma
camada mais interna - camada de Stern - onde os ides se encontram fortemente ligados e a
camada mais externa - camada difusa — onde os ides se encontram fracamente ligados (Figura
33). Nesta camada difusa hd um limite teérico chamado de plano de corte que delimita o limite
do nanovetor como uma entidade estdvel, com carga. Quando o nanovetor se move, 0s ides
dentro da camada difusa acompanham o nanovetor, mas todos os ides para além do plano de
corte ndo viajam com ele. O potencial neste limite € o potencial zeta ({) que indica a carga de
superficie do nanovetor. O potencial nessa regido decai com o aumento da distancia a superficie
do nanovetor até atingir o potencial da solucdo - potencial zero.
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Figura 33 - Representagdo esquemadtica da dupla camada envolvendo o nanovetor em suspensdo e da variagdo do potencial zeta
com a distincia de um nanovetor carregado negativamente. Adaptado de [13].

O potencial zeta pode ser calculado pela equacdo (Equacgao 2.2.) [13]:

P 2€ f(ka) (2.2)
Ug3n

z - potencial zeta

€ - constante dielétrica

f (ka) - fun¢do de Henry

Uk - mobilidade eletroforética
N — viscosidade

Assim, o potencial zeta ndo € a carga efetiva do nanovetor mas depende da sua carga superficial,

de qualquer camada adsorvida na interface com o meio (essa camada pode mover o plano de
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corte para longe da superficie do nanovetor e alterar o potencial zeta) e da composi¢ao e
natureza do meio (ex.: pH, viscosidade) que o circunda.

O potencial zeta pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou
emulsdes coloidais. Se os nanovetores t€m uma carga muito negativa ou muito positiva (igual
ou superior a +/- 30 mV) vao repelir-se, e portanto a suspensao ou emulsdo tem estabilidade
pois mantém a sua individualidade. Se os nanovetores t€m um potencial zeta a rondar os +/- 20
mV, geralmente apresentam estabilidade de curto prazo. Se for mais baixo hd aglomeracio e

instabilidade da suspensdo ou emulsdo [114] (Figura 34).
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Figura 34- Representacdo das forcas de repulsdo entre nanovetores carregados (esquerda) e as forgas de atracdo entre
nanovetores neutros (direita) indicando em que medida a avaliacdo do potencial zeta da indicagdes sobre a estabilidade da
suspensao.

Para medir o potencial zeta de cada formulacao lipossomal de DODAB:MO (1:2) com e sem
DOX encapsulada, fizeram-se trés medi¢des independentes de 25 varrimentos. Para analisar a

estabilidade do potencial zeta, este foi medido a cada semana, até ao final do projeto.

Tabela 4 - ParAmetros usados para medir o potencial zeta com o Zetasizer Nano ZS Malvern:

Material Latex de poliestireno
Indice de refracdo 1,590
Absor¢do 0,01
Dispersante Agua
Temperatura 25°C
Viscosidade 0,8872cP
Indice de refracdo 1,330
Constante dielétrica 78,5
Selecao F(Ka) Smoluchowski
Valor F(Ka) 1,50
Opcdes de viscosidade da amostra Viscosidade do dispersante é usada como
amostra de viscosidade
Temperatura 25,0
Tempo de Equilibrio 120 segundos
Tipo de célula DTS1060C — Célula zeta descartdvel
Angulo de medigio 173° retrodispersao (padrdo NIBS)
Medicao
Niimero de varrimentos 25
Niimero de medic¢des 3
Atraso entre as medi¢des 0 segundos
Selecdo automdtica do atenuador Sim
Selecdo automdtica de voltagem Sim
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2.2.3.3. Analise da estabilidade das formulacoes em condicoes de armazenamento
Para testar a estabilidade do tamanho e PDI das quatro amostras foram realizadas medi¢des com
a técnica de DLS a cada 8 dias, durante 4 semanas e posteriormente a cada 15 dias até ao final
do projeto. Pretendia-se com isto, analisar a tendéncia para a rutura membranar, agregacio e
sedimentacdo dos nanovetores ao longo do tempo, vendo se o raio hidrodindmico aumenta. Se
0s nanovetores se agregarem, haverd uma populagdo maior, com um raio maior [112]. A anélise
da estabilidade ao longo do tempo também serviu para analisar reorganizagdes dos constituintes
das formulagdes e como os trés métodos de encapsulagao da DOX afetam a estabilidade das

formulacdes.

2.2.4. Doseamento da doxorrubicina por espetroscopia
Para dosear a quantidade de DOX presente nas formulagdes recorreu-se a técnicas de
espetroscopia. Para melhor compreender os métodos espetrofotométricos utilizados, uma breve

explicacdo sobre cada um deles serd apresentada na sec¢do seguinte.

2.2.4.1. Espetroscopia
A espetroscopia € a técnica que analisa a interacdo da energia radiante incidente em uma

amostra (ex.: absor¢do ou emissao) e tem como resultado um grafico — o espetro.

2.2.4.1.1 Espetroscopia de absorcao UV-Vis
Quando um feixe de luz atravessa uma amostra, no estado gasoso, liquido ou sélido, os d&tomos
da amostra absorvem seletivamente certas frequéncias da energia dos fotdes da luz, passando
do estado fundamental para o estado excitado, diz-se entdo que ocorreu absorcao (Figura 35).
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Figura 35 - Orbitais eletrénicos e a absor¢éo e emissdo de luz.

Ao ocorrer absor¢do, a intensidade do feixe de luz que € transmitida (I), relativamente a que

incidiu sobre a amostra (Ip), diminuiu (Figura 36).
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Figura 36 - Absorcdo de um feixe de luz atravessando uma célula com um percurso 6tico de 1 cm.
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A razao de luz que atravessa a amostra, com um comprimento de onda especifico, designa-se
por transmitancia (T) e € dada pela seguinte equagao:

_ 1w
Ty = (2.3.)

T= transmitancia com um comprimento de onda especifico
Ipy= intensidade do feixe de luz transmitido
Io= intensidade do feixe de luz incidente

A partir da transmitancia podemos obter a absorvancia, pela seguinte equagao:

A absorcao da luz depende de dois principios:

1°- A absorcdo da luz serd tanto maior quanto mais concentrada for a solucdo por ela
atravessada.

2°- A absor¢do € tanto maior quanto maior for a distancia percorrida pelo feixe luminoso através

das amostras. Estes principios sdo unidos por meio da lei de Lambert-Beer (Equacgdo 2.5.):

A(A) = S(A) cl (25)

A= absorviancia (para um A fixo)

€ = absortividade molar ou coeficiente de absor¢do molar (para um A fixo)

c= concentra¢do da solucdo absorvente

1= distancia percorrida pelo feixe luminoso através da amostra (normalmente de 1 cm)

A Lei de Lambert-Beer prevé uma proporcionalidade direta entre a absorvancia da luz, a cada
comprimento de onda, e a concentragdo da amostra. Esta relacdo s6 € vélida para radiacao
monocromatica, isto €, se possuir somente um A e a proporcionalidade deixa de ocorrer em
solucdes muito concentradas (que devem ser diluidas) e em que exista mais do que uma espécie
absorvente. Se existir mais do que uma espécie absorvente, a absorvancia passa a ser a soma
das absorvancias de cada uma das espécies.

A absorcdo depende das caracteristicas do material, da radiacdo incidente e das estruturas
quimicas dos compostos envolvidos. Dai ser importante escolher um solvente transparente na
zona de comprimento de onda em andlise e descontar a absorvancia do solvente e do material
utilizado (célula) para analisar a amostra, fazendo antes de uma leitura de absorvancia, a
subtracdo da linha de base (em inglés baseline), promovendo a leitura real de absorvancia da
amostra. A célula a utilizar tem de ser de quartzo ou silica fundida porque o vidro e o pléstico
absorvem UV e causa a reflexdo da luz visivel, enquanto na regido do visivel podem ser

utilizados materiais mais baratos como o vidro ou plésticos.
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A espetroscopia de absor¢cdo UV-Vis (ultravioleta-visivel) envolve a espetrofotometria que €
um método de andlise que utiliza um espetrofotdémetro (no caso foi o de varredura Shimadzu
UV-3101PC UV-Vis-NIR) que emite radiacdo eletromagnética, desde o UV até ao IV
(infravermelho) (ou seja, desde os 190 aos 2500 nm), utilizando lampadas de deutério (D) para
a regido do UV (190 a 350 nm) [115] e de tungsténio para a regido do Vis e do IV (350 aos
2500 nm) [116]. Essa radiacdo vai passar por um prisma ou rede de difracdo e uma fenda para
uma selecdo mais precisa de uma luz monocromadtica, essencial para aplicacdo da Lei de
Lambert-Beer. A luz monocromatica € dividida em dois feixes, um incide na célula de
referéncia (que contém o solvente usado na preparacdo da amostra) e outro na amostra (Figura
37).
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Figura 37 — Representacio esquemadtica dos componentes de um espetrofotémetro de duplo feixe. Adaptado de [117].

O fotodetetor deteta a fracdo de luz que passou pela amostra e referéncia e transfere para o
computador, produzindo um espetro de absorcdo que representa a variacao da absorvancia em

funcdo do comprimento de onda da radiacio incidente.

2.2.4.1.2 Espetroscopia de fluorescéncia
Quando um feixe de radiacdo incide numa substancia, esta absorve luz de uma determinada
energia, transitando para um estado excitado e ao regressar ao estado fundamental liberta essa
energia sob a forma de luz, diz-se que ocorreu fluorescéncia e a substdncia denomina-se
fluor6foro. A luz absorvida e libertada pelo fluoréforo pode ser representada pelos respetivos
espetros de excitacao e emissdo de fluorescéncia [118].
Os espetrofluorimetros sdo constituidos por uma fonte de radiacdo continua, com excita¢cao no

UV e Vis, normalmente uma lampada de xénon. Essa radiacdo passa por um monocromador de
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excitacdo e incide na amostra, excitando o fluoréforo. A radiagdo emitida pelo fluoréforo passa
por um monocromador de emissdo e, por fim, no fotomultiplicador onde € amplificada e no
detetor onde € registada. No fluorimetro, o detetor da radiagc@o localiza-se a um angulo de 90°
em relacdo a fonte. Este desenho geométrico serve para maximizar a detecio da fluorescéncia

e minimizar a dete¢do da radiacdo referente a transmitancia (Figura 38).
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Figura 38 - Representagdo esquemdtica de um espetrofluorimetro com aquisi¢ao de espetro de emissao.

Para obter o espetro de emissdo da DOX (que aparece em A maiores) selecionou-se no
monocromador de excitagdo um A onde verificamos que este farmaco absorvia (que
corresponde ao Amax de absorvancia da DOX obtido no espetrofotometro UV-Vis) enquanto o
segundo faz um varrimento para toda a regido de A no qual a DOX (fluoréforo) emite. Para
termos a certeza que o pico de emissao obtido € o0 maximo que se pode obter e se € referente a
fluorescéncia da DOX, procedemos a excitacdo da amostra de DOX com trés Aexc diferentes, o
primeiro foi de valor igual ao pico de absorvancia obtido no espetrofotometro e os outros dois
em torno desse valor. Se apenas a intensidade, e ndo o A, mudou com a utilizacdo de Aexc
diferentes, entdo pode-se concluir que a DOX tem caracteristicas fluorescentes € o pico maximo

de emissdo serd aquele com intensidade maior. Por norma, a emissdo de radiacdo
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eletromagnética ocorre na regido Vis do espetro eletromagnético, no entanto, pode também
ocorrer na regido do UV ou IV.

Para obter o espetro de excitagdo (que aparece em A menores) colocou-se o monocromador de
emissao fixo num A em que verificamos haver emissao da DOX (fluoréforo), € o monocromador
de excita¢ao faz um varrimento para toda a regido de A no qual o fluor6foro ¢ excitado.

A espetrofluorimetria também foi usada para a quantificacdo da DOX, uma vez que € mais
sensivel, aproximadamente duas ordens logaritmicas maior do que a espetrofotometria de UV-
Vis, pelo que € possivel estender a linearidade da Lei de Lambert-Beer para concentracdes

menores.

2.2.4.1.3 Construcao das curvas de calibracio da doxorrubicina

O A mais adequado para a determinagdo da concentracdo de um croméforo ou de fluoréforo,
através da lei de Lambert-Beer, é o A de absorvancia e de fluorescéncia mais intensa, ou seja, 0
pico de absorvancia e o pico de fluorescéncia, respetivamente. Os valores de absorvancia e de
fluorescéncia nesses picos de intensidade maxima serviram para construir as respetivas curvas
de calibracdo da DOX solubilizada em 4gua e em tampdes, que determinam concentragdes
desconhecidas de uma amostra pelos métodos fotométricos, que se expressam por uma equacao
matematica do tipo:

y=mx+b r’~1 (2.6.)

y= absorvancia/fluorescéncia
m= declive da reta

x= concentragdo da amostra
b= ordenada na origem

r= coeficiente de correlacdo

O declive (m) deve ter um valor estatisticamente diferente de zero, a ordenada na origem (b)
nao deverd ser estatisticamente diferente de zero e o coeficiente de correlagdo da reta de
calibra¢do nao deve ser significativamente diferente de 1 [119].

A linearidade, ou seja, os resultados linearmente proporcionais a concentragdo de analito na
amostra dentro de um intervalo de concentragdes, € frequentemente testada apenas utilizando o
coeficiente de correlacdo, r que indica-nos o grau de dependéncia entre duas varidveis (X e y).
Quando r=1, este parametro indica-nos que todos os pontos se encontram exatamente sobre
uma linha de declive positivo; quando r=0 indica-nos a falta de correla¢do entre a varidvel

dependente (y) e a varidvel independente (x).
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2.2.4.1.4 Curvas de calibra¢ao da doxorrubicina solubilizada em agua ultrapura
por espetroscopia de absorc¢ao UV-Vis

Para determinar a quantidade de DOX que ficou encapsulada na formulacdo lipossomal foi
necessdrio construir, de antemdo, uma curva de calibracdo da DOX solubilizada em dgua
ultrapura, por medi¢des de espetrofotometria UV-Vis (absorvancia).
Para elaborar esta curva de calibracdo comegou-se por preparar uma solu¢do de concentracdo
rigorosa (2x10 M) de DOX solubilizada em 4gua ultrapura. A partir dessa solucdo de
concentragdo rigorosa prepararam-se oito padrdes, por dilui¢io rigorosa com concentracdes de
2.8x107, 4,0x107, 5,2x107, 7,2x107, 9,2x107, 1,3x10*, 2,0x10* e 3,0x10* M. Para definir
adequadamente a relacdo entre a concentracdo e a resposta fotométrica € necessdrio recorrer a
um ndmero suficiente de padrdes (entre 5 a 8 padrdes), devendo abranger toda a gama de
concentracoes esperadas [119].
A absor¢do de UV-Vis de cada amostra foi medida entre 250 nm a 600 nm. Para reduzir a razao
sinal/ruido, a velocidade de leitura foi ajustada para média, a largura da fenda foi ajustada para

2 nm e a leitura com intervalos de 1 nm. A absorvancia foi lida a temperatura ambiente.

2.2.4.1.5Curvas de calibracao da doxorrubicina a pHS5; 7,4 e 9

As curvas de calibragdo da DOX solubilizada em tampdes com valores de pH de 5; 7,4 e 9
foram construidas com o intuito de dosear a DOX em meios semelhantes aos usados
futuramente para simular o efeito da libertagdo controlada da DOX no sangue (pH 7,4), nas
células cancerigenas (pH 5) [47] e para abranger o pKa da amina glicosidica da DOX [79] que
€ proxima do pH 9, bem como, para simular o pH do duodeno, para o caso da formulagdo com
a DOX encapsulada ser administrada por via oral e sofrer um efeito de segunda passagem, ou
seja, o farmaco depois de passar pelo figado pode ser lancado novamente para o intestino, antes
de sofrer absor¢ado para o sangue.

Os perfis de libertagdo controlada do farmaco da formulagdo in vitro implicam menos custos,
evitam a experimentacdo in vivo em animais € revelam informacdo fundamental sobre: a
estrutura e o comportamento da formulagdo a nivel molecular, as possiveis interacdes entre
farmacos e lipidos, e sua influéncia sobre a taxa e mecanismo de libertacao do farmaco e dados
sobre modelos de libertacdo. Essa informacdo permite uma abordagem cientifica e preditiva

para o desenvolvimento de sistemas de libertagcdo com propriedades desejaveis.
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2.2.4,1.5.1 Curvas de calibracao da doxorrubicina a pH 7,4
Para elaborar a curva de calibracdo da DOX solubilizada em tampao com pH 7,4, que mimetiza
o pH fisiol6gico do sangue, comecou-se por preparar a solucdo tampao (solucdo capaz de
atenuar a variacdo do valor do seu pH resistindo a adi¢do, dentro de limites, de reagentes dcidos
ou alcalinos) com HEPES (dcido N-(2-hidroxietil) piperazina-N-etanossulfénico) na
concentracio de 1x10~ M. No pHmetro mediu-se o pH da soluciio preparada e acertou-se o seu
valor para 7,4, com a adi¢do de gotas de NaOH concentrado (base) ou de HCI (4cido).
De seguida, preparou-se uma solucdo de concentracdo rigorosa de DOX (1x10™*M solubilizada
em tampao HEPES (pH 7,4), e a partir desta prepararam-se sete solu¢cdes padrao, por diluicao
rigorosa, com as seguintes concentragdes: 7,5x107, 5,63x107, 4,22x107, 3,16x1073, 2,37x107,
1,78x107 e 1,33x10° M.
Sempre que necessario, as amostras foram submetidas a ultrassons durante 30 segundos, para
ajudar a solubilizar a DOX no tampao HEPES.
Estas solugdes padriao foram preparadas para leitura no espetrofotometro. A absorcdo de UV-
Vis de cada amostra foi medida entre 250 nm a 600 nm. Para reduzir a razio sinal/ruido, a
velocidade de leitura foi ajustada para média, a largura da fenda foi ajustada para 2 nm e a
leitura com intervalos de 1 nm. A absorvancia foi lida a temperatura ambiente.
Para elaborar a curva de calibracdo da DOX por fluorimetria, comecou-se por preparar uma
solucdo de concentragio rigorosa (1x10° M) de DOX solubilizada em tampao HEPES (pH 7,4),
e a partir desta prepararam-se seis solucdes padrdo, por dilui¢do rigorosa, com as seguintes
concentracdes: 8x10°%, 5x10°, 1x10°, 9x107, 7x107 e 5x107 M.
A fluorescéncia de cada amostra foi lida num fluorimetro Perkin-Elmer LS50, a uma
temperatura ambiente (21 °C). As fendas foram definidas para 15 nm, a velocidade de leitura

I com leitura a intervalos de 1 nm.

foi ajustada para 500 nm.min’
O espetro de excitacdo foi tracado de 310 a 530 nm com Aemi 555 nm. O espetro de emissdo foi
tracado de 520 a 670 nm com Aexc 467 nm.

Os valores de emissdo de fluorescéncia obtidos revelaram uma intensidade maxima a 555 nm,
pelo que este foi o A escolhido para construir a curva de calibracdo da DOX solubilizada em

tampao HEPES (pH 7.,4), que relaciona a concentracdo do fluoréforo em fungdo da

fluorescéncia nesse pico, expressa por uma equacdo matemadtica.

2.2.4.1.5.2 Curvas de calibracio da doxorrubicina a pH 5
Para elaborar a curva de calibragdao da DOX solubilizada em tampao pH 5, que mimetiza o pH

acido do tecido cancerigeno, comegou-se por preparar a solu¢io tampao de acetato solubilizada
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em dgua ultrapura adicionando 352 mL de solucdo de 2x10' M de acetato de sédio
(CH3COONa) solubilizado em 4gua ultrapura a 148 mL de uma solucdo de 2x10' M de 4cido
acético (CH3COOQOH) solubilizado em 4gua ultrapura.

No pHmetro mediu-se o pH da mistura de solu¢des (CH3COONa/ CH3COOH) e acertou-se o
valor para 5, com a adic¢do de gotas de NaOH concentrado (base) ou de HCI (4cido).

De seguida, prepararam-se duas solucdes de concentracio rigorosa de DOX (1x102e 1x10° M)
solubilizada em tampdo acetato (pH 5). A partir destas prepararam-se catorze solugdes padrao,
por dilui¢do rigorosa, com concentracdes de: 7.14x1073, 5x10%, 110, 8x10, 6,5x107, 5x10°
5.3x107,1x107, 8x10°, 5x10°, 1x10°, 9x107, 7x107 e 5x107 M.

Para leitura da absorc¢do de UV-Vis, utilizaram-se as solu¢des padrio anteriores numa gama de
concentracdes de 1x10* a 1x10 M. Cada amostra foi medida entre 250 nm a 600 nm. Para
reduzir a razdo sinal/ruido, a velocidade de leitura foi ajustada para média, a largura da fenda
foi ajustada para 2 nm e a leitura com intervalos de 1 nm. A absorvancia foi lida a temperatura
ambiente.

Para leitura de fluorescéncia, utilizaram-se todas as solu¢des padrao anteriores. Cada amostra
foi lida num fluorimetro Perkin-Elmer LS50, a uma temperatura ambiente (21 °C). As fendas

! com leitura

foram definidas para 15 nm, a velocidade de leitura foi ajustada para 500 nm.min
a intervalos de 1 nm.

Ao analisar as solu¢gdes padrio com a gama alargada de concentracdes acima descrita
verificamos que os espectros alteravam-se significativamente com o aumento da concentragdo,
provavelmente devido a formagado de dimeros de DOX. Assim sendo, estabelecemos condi¢des
diferentes para diferentes gamas de concentracdo como a seguir se detalha. Para a gama de
concentragdes de 5x107 a 1x10° M foram definidos os seguintes pardmetros: o espetro de
excitacdo foi tragado de 310 a 530 nm com Aemi= 555 nm. O espetro de emissao foi tragado de
520 a 670 nm com Aexec = 347 nm.

Para a gama de concentragdes de 5x107 a 1x10*M foram definidos os seguintes parAmetros: o
espetro de excitagao tragado de 310 a 530 nm com Aemi= 560/563/585 nm. O espetro de emissao
foi tragado de 510 a 670 nm com Aexc = 470/461/460 nm.

Para a gama de concentragdes de 5x10™* a 1x10° M foram definidos os seguintes parAmetros: o
espetro de excitacdo foi tracado de 310 a 530 nm com Aemi= 594 nm. O espetro de emissao foi
tracado de 510 a 670 nm com Aexc = 347 nm.

Os valores de emissao de fluorescéncia obtidos para as solucdes padrao com concentragdes de
5x107 a 8x10° M revelaram uma intensidade méxima a 555 nm, pelo que este foi o A escolhido

para construir a curva de calibracdo da DOX solubilizada em tampdo acetato (pH 5), que
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relaciona a concentra¢do do fluoréforo em funcio da fluorescéncia nesse pico, expressa por
uma equacdo matemadtica. Foi utilizada somente esta gama de concentragdes porque € a que

garante, por observacdo espetral, a ndo formacao de dimeros de DOX.

2.2.4,1.5.3 Curvas de calibracio da doxorrubicina a pH 9

Para elaborar a curva de calibragdao da DOX solubilizada em tampao de pH 9, que mimetiza o
pH alcalino do intestino e abrange o pKa da amina glicosidica da DOX, comecou-se por ajustar
o valor do pH do tampao HEPES para 9, com a adi¢do de gotas de NaOH concentrado (base)
ou de HCI (4cido).

De seguida, preparou-se uma solugio de concentragio rigorosa de DOX (7x10° M) solubilizada
em tampao HEPES, com pH 9. A partir dessa solugdo prepararam-se quatro solugdes padrao,
por diluicdo rigorosa, com concentragdes de 5,25x107, 3,94x107, 2,95x107 e 2,22x10° M.

A absorcdo de UV-Vis de cada amostra foi medida entre 250 nm a 600 nm. Para reduzir a razio
sinal/ruido, a velocidade de leitura foi ajustada para média, a largura da fenda foi ajustada para

2 nm e a leitura com intervalos de 1 nm. A absorvancia foi lida a temperatura ambiente.

2.2.5. Efeitos biofisicos da doxorrubicina ao nivel das membranas lipidicas
2.2.5.1. Coeficiente de particio membrana/agua da doxorrubicina

Para caracterizar o perfil farmacocinético e farmacodinamico € primordial efetuarem-se estudos
in vitro em modelos membranares através do uso de modelos simples e controlaveis como os
lipossomas, para evitar custos acrescidos com estudos em células e/ou estudos in vivo [120].
Estes estudos podem ser substituidos com a realizacdo de um screening ou triagem que fornece
informacdes quantitativas uteis sobre a relago estrutura quimica/atividade bioldgica (QSPR do
inglés, Quantitative Structure -Property Relationship) e seleciona os firmacos com maior
atividade farmacoldgica e com menos efeitos secundarios [56, 121].

Para que os processos de absorcao e distribuicdo da fase farmacocinética ocorram € necessario
um equilibrio entre lipossolubilidade (solubilidade nas membranas) e hidrossolubilidade
(solubilidade em ambientes aquosos, como o sangue e o citosol). Este equilibrio determina a
lipofilia de um farmaco. Farmacos altamente lip6filos como tém menor solubilidade em 4gua,
apresentam fraca eliminacdo renal, e consequentemente, toxicidade elevada devido a
bioacumulacdo. Estes farmacos bioacumuldveis t€m tendéncia a estabelecerem ligacdo as
proteinas plasmaticas e a acumularem-se nas reservas lipidicas, com consequente toxicidade
decorrente da longa permanéncia no organismo. Apesar da toxicidade associada a elevada

lipofilia de um farmaco, firmacos muito hidrossoliveis também nao sdo ideais ja que sofrem
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de ma distribui¢do no organismo pois € necessario um determinado grau de lipofilia para que a
penetracdo dos farmacos nas membranas bioldgicas seja possivel. A lipofilia é entdo um
parametro fundamental na avaliacido do sucesso terapéutico de um farmaco.

Para determinar a lipofilia de um composto costuma-se utilizar o coeficiente de particio no
sistema octanol/dgua (K,o0/4) [23, 121] porque € de fécil execucgdo, ja que consiste em adicionar
uma quantidade conhecida de um composto a um sistema bifasico constituido por um solvente
organico (n-octanol), que mimetiza a fase lip6fila, e 4gua. Apés a separagdo das fases organica
e aquosa, determina-se a quantidade do composto presente em cada uma das fases (Figura 39).
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Figura 39- Representacdo esquemdtica da determinagdo dos coeficientes de particdo de um farmaco em sistemas bifdsicos.

No entanto, este modelo apresenta aplicacdo limitada pois o octanol ndo pode mimetizar as
membranas bioldgicas, pois estas ndo sdo exclusivamente lipdfilas, mas sim, anfipéticas. Por
esse motivo, os sistemas octanol/dgua tém sido substituidos pelas micelas e lipossomas
(sistemas lipido/dgua) devido:

- as semelhancas que estes exibem com as membranas naturais;

- por serem féceis de preparar € manusear, € por ndo apresentarem os problemas de toxicidade
decorrentes do uso de solventes organicos [122];

- por permitirem a contabilizac@o de outro tipo de liga¢cdes (Figura 40) para além das hidréfobas
(ex.: interacdes do tipo eletrostético, pontes de hidrogénio) aquando dos fendmenos de particao
do farmaco com as membranas. Por isso € que os valores de K, de espécies neutras, nos dois
sistemas nao diferem muito (pois neste caso prevalecem as ligacdes hidréfobas do composto a
membrana que sdo semelhantes as que ocorreriam entre o composto e o n-octanol). No entanto,
os coeficientes de particdo de espécies anfipdticas ou eletricamente carregadas ao pH dos
estudos sdo diferentes nos dois sistemas porque entram em linha de conta ligagcdes para além
das hidréfobas (exemplo entre espécies carregadas e as cabecas polares das membranas) que o

sistema octanol/dgua nao contempla.
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Figura 40- Representagdo esquematica das diferengas entre a determinagio do coeficiente de parti¢ao octanol/dgua e lipido/dgua
em funcdo da lipofilia dos farmacos em estudo.

2.2.5.1.1Procedimento experimental da determinacio do coeficiente de particao
(Kp) da doxorrubicina no sistema membranar aquoso

Para o calculo do coeficiente de parti¢do prepararam-se LUVs de DODAB:MO (1:2) tal como
o descrito na sec¢dao 2.2.1. De seguida preparou-se uma série de amostras, em eppendorfs
(volume final de 1800 uL), contendo concentracdes crescentes de LUVs de DODAB:MO (50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 2000 e 3000 uM), e uma concentraciao constante de
DOX (150 ou 300 pM), usando a 4gua ultrapura como solvente. Foi ainda utilizado um segundo
grupo de eppendorfs (volume final de 1800 uL), contendo brancos ou referéncias. Estes brancos
ou referéncias nao contétm DOX e foram preparados em simultaneo com as amostras, contendo
volumes crescentes de LUVs de DODAB:MO (1:2), de modo a que as concentragdes lipidicas
igualassem as das amostras. As suspensdes foram depois incubadas a 60 °C, durante 30 minutos
antes de serem analisadas por espetrofotometria UV-Vis, na gama de comprimentos de onda de
250-600 nm. Cada um dos dois ensaios realizados com duas concentragcdes de DOX foi

executado em triplicado.

2.2.5.1.2Procedimento experimental da determinacdo dos parametros
termodinamicos da particio (K,) da doxorrubicina no sistema

membranar aquoso.
Efetuou-se também um ensaio de determinacdo do coeficiente de particio da DOX (300 uM)
com o intuito de determinar os parametros termodindmicos da particdo do farmaco no
nanossistema lipossomal. Este ensaio foi realizado de modo semelhante ao anterior, mas as
suspensoes foram incubadas a temperaturas distintas (30 °C, 37 °C, 50 °C, 53 °C, 55 °C, 57 °C

e 60 °C) e a leitura dos espetros foi efetuada a cada uma das temperaturas.
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Finalmente, efetuou-se um ensaio de determinagdo do coeficiente de particdo da DOX (300
uM) de modo semelhante ao anteriormente descrito, mas em que o solvente das suspensdes foi

substituido por um tampao de pH 5 e por um tampao de pH 7.,4.

2.2.5.1.3Analise do coeficiente de particio (K,) da doxorrubicina no sistema
membranar aquoso por espetroscopia derivativa

Para cada uma das amostras e referéncias preparadas durante os procedimentos experimentais
acima descritos procedeu-se ao tragado dos espetros num espetrofotometro UV-Vis, de 250 -
600 nm, com intervalos de leitura de 1 em 1 nm.
A determinacdo do K, através da espetroscopia do UV-Vis baseia-se no facto de existirem
variacOes espectrais do composto, apds a sua localizacdo num meio com diferente polaridade
[123]. Porém, a quantificacdo de compostos transportados em lipossomas por anélise das
variagdes dos espetros UV-Vis é dificultada por uma intensificagdo de sinais de ruido
promovida pela interferéncia da dispersao de luz que os lipossomas apresentam. Para reduzir
essas interferéncias pode-se recorrer a subtracdo dos espetros UV-Vis dos brancos ou
referéncias, mas para eliminar efetivamente essa interferéncia aplica-se o célculo da 2* ou 3*
derivada aos espetros obtidos, obtendo-se assim derivadas dos espetros com picos maximos ou
minimos onde se verifica variacdo da absor¢do das amostras sem interferéncias espectrais das
referéncias [124, 125]. Para além disso, o espetro derivado permite uma melhor resolucio das
bandas que se sobrepdem [23].
A absorvancia de uma solu¢do contendo uma determinada concentracdo de farmaco (Abs), que
¢ partilhado entre as fases membranar (m) e aquosa (a), pode relacionar-se com o K, segundo a
Equagdo 2.7:

(Absy, —Abs g)Kp[L] Vg
1+Kp [L]Vg

Abst = Abs, + 2.7)

Abst= absorvancia total do composto.

Abs,= absorvancia do composto em dgua.
Abs,,= absorvancia do composto na membrana.
K, = coeficiente de particdo (adimensional).
[L] = concentracdo lipidica (em molL ').

V 4 = volume molar lipidico (em Lmol ).

No entanto, devido as interferéncias espetrais da dispersao de luz pelos lipossomas nao se efetua
o cdlculo do K, a partir das absorvancias da substancia, mas sim a partir das derivadas das
absorvancias. As derivadas dos espetros foram calculadas a partir dos espetros de absor¢do UV-
Vis, usando o algoritmo de Savitzky-Golay, o qual utiliza uma convolu¢do polinomial de
segunda ordem de treze pontos e um intervalo de comprimentos de onda de 0,5 nm (sub-rotinas

providenciadas pelo folha de cdlculos K, calculator 3.1) [23].
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O célculo de K, por espetrofotometria derivativa € baseado na Equacao 2.8:

(Dm_Da)Kp [L]V@

D= Da + 1+Kp[L]Vg

(2.8)

D = Derivada da absorvancia total do composto.

D= Derivada do espetro de absorvancia do composto em agua.

D,,= Derivada do espetro de absorvincia do composto na membrana.
K, = coeficiente de parti¢do (adimensional).

[L] = concentracdo lipidica (em molL !).

V 4 = volume molar lipidico (em Lmol ).

onde,

onA

Os coeficientes de particdo sdo entdo calculados por ajuste da Equacdo 2.8 aos dados
experimentais (D versus [L]), através de um método de regressao nao linear onde os parametros

ajustdveis sdo Dy, e K, [126].

2.2.5.2. Efeito da doxorrubicina na microviscosidade e cooperatividade
membranares

Os estudos de interacdo farmaco-membrana permitem prever o que acontece durante as fases
farmacocinética e farmacodinamica e qual o seu impacto na dindmica membranar. De facto, o
impacto na dindmica membranar, nem sempre avaliado, € essencial uma vez que determina a
funcionalidade de proteinas e recetores. No caso das formulacdes lipidicas, como os
lipossomas, a dindmica membranar dos lipidos que constituem essa formulacdo é também
essencial, pois determina por exemplo, se esta formulacdo liberta mais féacil ou mais
dificilmente o seu conteudo.
Os farmacos interagem com os lipidos das membranas celulares e das formulagdes lipossomais,
podendo modificar a dindmica membranar devido ao efeito do farmaco na fluidez, por
alteracOes na microviscosidade, ordem e/ou empacotamento dos lipidos constituintes das
membranas.
O crescente interesse das interacdes farmaco-membrana permitiu o desenvolvimento de
modelos membranares que permitissem simular processos mediados pelas membranas, de uma
forma relativamente simples e de modo a limitar a heterogeneidade e complexidade das
biomembranas [127]. Os lipossomas sdo os modelos vulgarmente utilizados para mimetizar as
biomembranas devido ao ambiente quimico, fisico e anisotrépico que apresentam, ser

semelhante aos das membranas bioldgicas e por serem de facil manuseamento.
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O DMPC (1,2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-fosfocolina) (Figura 41) € um fosfolipido
semissintético, e foi escolhido no ambito desta dissertacdo pois é frequentemente usado em
investigacdo, por apresentar um comportamento muito mais facilmente caracterizdvel em
termos da temperatura de transicao de fase e de parametros termodinamicos, em comparac¢ao
com as populagdes heterogéneas que constituem os fosfolipidos naturais. Para além disso, os
lipossomas de DMPC sdo, a semelhanga de uma grande parte dos componentes lipidicos das
biomembranas, zwiteridnicos a pH fisiolégico e a T, descrita estd bem caracterizada e € de

23,5 °C [42]. Estes fatores fazem do DMPC um bom e simples modelo mimético membranar.
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Figura 41 - Estrutura quimica do lipido semissintético DMPC.
Para testar como a DOX afeta as propriedades biofisicas das membranas celulares, tais como a
temperatura de transicdo de fase (Tm), a cooperatividade da transicdo de fase e a
microviscosidade membranar, utilizaram-se LUVs de DMPC como modelos miméticos
membranares simples. Para tal, prepararam-se os LUVs de DMPC (50 mg/5 mL de 4gua
ultrapura) pelo método de hidratacdo e a extrusdo a uma temperatura acima da T do DMPC
(35 °C) de um modo semelhante ao ja descrito na sec¢do 2.2.1. Apds preparacao, os LUVs
foram filtrados com filtros-R estéreis apirogénicos (0,2 um) para garantir a limpeza da
suspensdo requerida para uma boa contagem do nimero e tamanho das vesiculas. A
determina¢do da temperatura de transi¢do de fase lipidica (Tm) realizou-se na presenca ou na
auséncia de uma quantidade conhecida de farmaco. Para tal, uma aliquota de 2 mL de LUVs de
DMPC (contendo ou nao DOX), foi colocada numa célula de poliestireno descartdvel e o
tamanho e ndmero de nanovetores foi analisado no Zetasizer Nano ZS Malvern. Esta andlise
permitiu a determinacao do valor 6timo de ajuste da posi¢cdo da célula e do valor de atenuador
a fixar, para posterior leitura da taxa média de contagem dos nanovetores. De seguida,
definiram-se os parametros usados para medir o tamanho dos nanovetores € a taxa média de
contagem (kcps) num intervalo de temperaturas entre 10-35 °C (intervalo que contém o valor
descrito para a Tm do DMPC). Os parametros usados foram semelhantes aos da Tabela 3, exceto

os de temperatura, tendo sido selecionado um varrimento de temperaturas entre os 10-35 °C,
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com 1 °C de diferenca entre leituras € com um posicionamento da célula a 1,05 nm e um valor
fixo de atenuador de 6.

No ensaio realizado na presenca de DOX, 1500 uL de DOX solubilizada em dgua ultrapura
foram adicionados a 500 uL de LUVs de DMPC (concentragio de DOX final: 3x10™* M),
seguindo-se uma incubacdo durante 30 minutos, a 35 °C (temperatura superior a Ty, do DMPC).
De seguida, a medida do tamanho dos nanovetores e a taxa média de contagem (kcps) foi
realizada num intervalo de temperaturas entre 10-35 °C, com o analisador de particulas Malvern
Zetasizer Nano ZS, da mesma forma descrita para os LUVs de DMPC.

Das leituras no Zetasizer, obtém-se curvas sigmoides de variacdo da taxa de contagem em
funcdo da temperatura (Figura 42) e comparam-se as curvas obtidas para os lipossomas de
DMPC sem DOX e com DOX, de modo a evidenciar alteracdes: nos valores de taxa de
contagem das zonas que se encontram antes € depois da temperatura de transicdo de fase; e

ainda no perfil de transi¢do, se por exemplo, é suave ou mais abrupto [128-130].
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Figura 42 - Curva de perfil sigmoide representando a forma de determinag@o dos parametros rsl, pl e rs2 e p2, correspondentes,
respetivamente, a reta inicial antes da transicdo de fase e a reta final depois da transi¢do de fase. Apds determinacio destes
pardmetros, faz-se o ajuste nao linear de acordo com a Equagéo 2.10 refinando os pardmetros Tm € cooperatividade (B).

Também € possivel, a partir do perfil sigmoide obtido e do seu ponto de inflexdo, calcular a

cooperatividade da transi¢ao de fase e a T, através da Equagao 2.10 [128, 131].

Tsp —Ts1 + P27 — 1T

1 1
)

TMC = 7‘51 + plT ar (2.10)

1+10

TMC = taxa média de contagem dos nanovetores;

Fs1 e Fs2 = ordenada na origem das retas antes (rs1) € depois da transi¢do de fase (r2);

p1.p2=declive das retas obtidas nos patamares inicial (pi) e final (p2) do intervalo de temperaturas
analisado;

T - temperatura absoluta medida dentro da célula.

T, - temperatura de transicao de fase principal do sistema membranar.

B — cooperatividade da transicao de fase.
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A transicdo da fase gel para a fase fluida membranar € um processo cooperativo quando
acontece praticamente ao mesmo tempo em todos os pontos da membrana. Mas a
cooperatividade pode ser perturbada quando se insere no meio lipidico uma molécula estranha,
como por exemplo um farmaco. Assim, quando a cooperatividade da transicao de fase varia é
sinal que essa molécula se encontra no meio lipidico. Se a cooperatividade aumenta € porque a
molécula se inseriu na regido mais ordenada e superficial das cadeias acil (C;-C7). Se a
cooperatividade diminui, isso implica uma propagacdo lenta da transicao de fase ao longo da
membrana, ou seja, o desordenamento lipidico que ocorre na transi¢ao da fase gel para a fase
fluida, d4-se ndo imediatamente, mas de uma forma mais gradual [129]. Se a cooperatividade
da transi¢do se mantém na presenca do fairmaco, pode-se inferir que este se encontra localizado
mais profundamente no interior da bicamada lipidica resultando numa boa solubilizacdo do
farmaco na membrana que nio parece interferir com a cooperatividade da transicdo. Se por
outro lado a cooperatividade aumenta na presenca do farmaco pode-se inferir que o seu caracter
nio € o de perturbador da ordem lipidica, mas pelo contrdrio o farmaco promove o
empacotamento lipidico, muitas vezes por ter caracteristicas anfipéticas semelhantes aos lipidos
e se alojar bem entre eles, outras vezes por ser planar e se inserir entre 0s constituintes
membranares [128, 131]. Um aumento da cooperatividade associado por exemplo a uma
diminuicdo da Ty, poderd significar ja ndo um aumento do empacotamento lipidico, mas sim,
uma boa distribui¢cdo da molécula na membrana, de forma a que a transicdo seja ainda mais

rapida e uniforme do que seria sem a presenga do farmaco.

2.2.6.Eficiéncia de encapsulacio da doxorrubicina nas formulacoes lipossomais
desenvolvidas

Diferentes métodos de encapsulacio foram testados para analisar qual deles era mais eficiente
a encapsular a DOX na formulacio lipossomal DODAB:MO (1:2). No método de hidratacao,
uma solu¢do de concentragdo conhecida de DOX em 4gua serviu para hidratar o filme lipidico
seco, ou seja, a DOX foi adicionada antes da formag¢ao dos MLVs. No método de incubacio,
uma soluc¢do de concentracdo conhecida de DOX em dgua foi adicionada aos LUVs. No método
de inclusdo direta, uma solugdo de concentracdo conhecida de DOX em etanol foi co-
solubilizada com os lipidos em etanol, antes de se formar o filme lipidico seco.
Numa situacgdo ideal a totalidade de DOX adicionada em cada método ficaria encapsulada nos
lipossomas. No entanto, poderd ndo haver a total encapsulacio da DOX nos lipossomas,
restando ainda uma fragdo de DOX livre em solucdo aquosa e além disso para os métodos em

que a DOX foi adicionada previamente a realizagdo da extrusdo (método de inclusdo direta e
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método de hidratacdo) também poderd ocorrer retengdo de DOX nos filtros de policarbonato
ndo sendo assim totalmente encapsulada pelos lipossomas. Para determinar a quantidade de
DOX que € transportada pelos lipossomas (distribuida na bicamada lipidica ou distribuida
dentro dos lipossomas nas fases nao lamelares invertidas), foi realizado um ensaio de eficiéncia
de encapsulacdo que consistiu em fazer passar as amostras de lipossomas contendo DOX
preparados por cada um dos trés métodos atrds descritos por unidades filtrantes com poros de
50 kDa (Amicon Ultra-15 com filtros de 50 kDa) para separar a DOX livre que consegue
atravessar os poros do filtro e se acumula no fundo do tubo amicon (filtrado), dos lipossomas
com a DOX encapsulada, que ficam retidos no filtro (residuo), para posterior quantificacdo de
DOX encapsulada.

Para tal, os amicons foram pré-lavados com 3 mL de élcool etilico, e centrifugados a 4000 rpm,
a uma temperatura de 20 °C e durante 15 minutos. Depois de bem secos, foram lavados com a
adicdo de 3 mL de 4gua ultrapura e centrifugados durante 15 minutos a 4000 rpm e a uma
temperatura de 20 °C. Este procedimento foi realizado duas vezes para assegurar que os filtros
estavam limpos. Apds o processo de lavagem, a dgua foi descartada e os amicons foram bem
secos com papel e foram novamente centrifugados, mas de cabeca para baixo para tirar o
maximo de dgua possivel a partir do filtro. De seguida, os amicons foram recarregados com 1,5
mL de cada amostra de lipossomas de DODAB:MO (1:2) contendo DOX (encapsulada por cada
um dos 3 métodos atrds descritos) e com lipossomas de DODAB:MO (1:2) sem DOX (controlo
que permitiu provar que os lipossomas ndo passam através dos poros do filtro). Seguidamente
procedeu-se a centrifugacdo a 4000 rpm e a uma temperatura de 20 °C até que ndo houvesse
nenhuma mudanc¢a no volume do filtrado. No final da centrifugacdo, tanto o filtrado, como o
residuo foram recuperados e os volumes foram anotados e depois transferidos para eppendorfs
de 2 mL, onde quer o filtrado quer o residuo das diferentes amostras foram diluidos até 1,5 mL
com agua ultrapura para repor o volume inicial. A concentracdo de DOX nos filtrados e residuos
diluidos foi determinada por espetrofotometria UV-Vis, como mencionado na sec¢do 2.2.4.1.1.

A eficiéncia de encapsulacao (EE) foi calculada através da Equacgao (2.11):

_ [DOX]incorporada
EE (%) = —ox] o x 100 2.11)

[DOXTincorporada = concentracéio (M) de doxorrubicina incorporada/encapsulada no lipido, presente no residuo
[DOX]Jotal = concentracao total (M) de doxorrubicina presente depois da extrusao, no residuo e no filtrado (M)
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2.2.7. Estudos de citotoxicidade e calculo da ICs0o da doxorrubicina numa linha de
células cancerigenas
Para avaliar o potencial de um farmaco anticancerigeno e reduzir a experimentacao in vivo em
animais, efetuam-se testes de citotoxicidade em linhas de células tumorais, cujos efeitos vao
desde a alteragao do metabolismo até a morte celular. Uma das premissas destes testes € que se
o farmaco ndo promove a toxicidade nas células, tdo-pouco promovera no tecido tumoral.
2.2.7.1. Cultura celular de MDA-MB-468
A linha celular utilizada foi a MDA-MB-468 (M.D. Anderson - metastatic breast), uma linha
celular metastatica de mama humana, muito utilizada em testes de citotoxicidade da DOX e
obtida da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC). Estas células encontravam-se em
criopreservacdo em nitrogénio liquido, foram descongeladas com duas semanas de
antecedéncia, expandidas em frascos de cultura celular e cultivadas em DMEM (do inglés
Dulbecco’s modified Eagle's médium), um meio de crescimento sintético de pH 7,2-7,4,
suplementado com 10% de FBS (do inglés Fetal Bovine Serum, ou seja, soro bovino fetal), e
tratado com 1% de penicilina/estreptomicina (antibiéticos para controlo da propagacdo
microbiana), 1% de L-Glutamina (aminodcido essencial e suplemento fundamental dos meios
de cultura) e 1% de piruvato de sédio (composto organico limitado nas células); e entdo
mantidas na incubadora a 37 °C, em atmosfera himida e a 5% de CO> (para manter o pH do
meio).
2.2.7.1.1Subcultura

As MDA-MB-468 sdo células aderentes e, como tal, o meio de cultura DMEM, foi aspirado
dentro da camara de fluxo laminar para evitar contaminagdes e as células foram lavadas duas
vezes com PBS (do ingl€s: Phosphate buffered saline, ou seja, tampao fosfato salino) estéril. O
ambiente estéril € de primordial importancia visto que as culturas de células sdo cultivadas em
meios muito nutritivos, que sdo ideais para a propagacdo de micro-organismos. Dai que o
material utilizado dentro da camara de fluxo laminar deva ser previamente autoclavado.
Para promover o destacamento das células MDA-MB-468 do frasco de cultura T25,
adicionaram-se 500 pL de uma solucao de tripsina estéril e incubou-se durante 3-4 minutos, a
37 °C. Decorrentes os 3-4 minutos, inativou-se a tripsina com 1,5 mL. de DMEM estéril, pois
este contém soro bovino fetal que inativa a tripsina, e passou-se essa suspensao para um tubo
falcon.
Com o intuito de preparar um novo frasco T25 para outro ensaio, retirou-se cerca de 400 uL
desse tubo falcon para um novo frasco de cultura T25 com 4,6 mL de DMEM e analisou-se a

subconfluéncia (se cerca de 50 a 70% da éarea cultivavel estava recoberta por células [134]) ao
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microscépio invertido e incubou-se. A fim de manter as condi¢des de subconfluéncia, a nutri¢ao
adequada e a elimina¢do de metabolitos secretados para o meio, as células devem ser destacadas

e subcultivadas num novo frasco T25 a cada dois dias.

2.2.7.1.2Contagem das células
Para determinar a diluicdo necessdria a efetuar para obter cerca de 7500 células por poco
procedeu-se a contagem das células. Para tal, foi concebida uma aliquota ndo estéril com 30 uL
retirados da suspensdo celular do tubo falcon estéril e 30 uL de corante de azul de tripano
(corante que cora as células invidveis, diferenciando as células vidveis das invidveis). Essa
aliquota foi colocada na cadmara de Neubauer (Figura 43) para contagem das células vidveis ao

microscopio invertido.

C= ne de células contadas %2 x 10—4 (2.12)

n? de quadrados contados

C= contagem das células vidveis (células/mL)
2 = fator de diluicdo do azul de tripano 60 pL/30 uL=2
10 = fator da cAmara de Neubauer e da lamela: 0,1 mm?

Figura 43 - Camara de Neubauer

2.2.7.2. Plaqueamento da microplaca de 96 pocos

Depois de preparar a suspensdao com a diluicdo necessaria para obter 7500 células/poco,
aplicou-se 100 pL dessa suspensao diluida em cada um dos pogos, com uma pipeta de repeti¢ao.
Homogeneizou-se e analisou-se a microplaca ao microscépio invertido com o intuito de
verificar se ndo se formaram agregados. De seguida, incubou-se a microplaca durante 24h para
promover a adesado celular ao fundo dos pogos. Ao fim desse periodo, analisaram-se as células
ao microscopio invertido.

Dentro da camara de fluxo, filtraram-se as amostras que iriam ser colocadas na microplaca, com
seringas com filtros de 0,2 pm. Aspirou-se 0 meio dos pogos da microplaca tendo o cuidado

para ndo tocar no fundo do pogo. De seguida adicionou-se, segundo a Figura 44, 40 uL de:
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- 6 solugdes de DOX solubilizada em dgua ultrapura (5x107, 5x107, 1x10™, 5x10, 1x1073
e 5x1073 M), representadas nos pocos de D1 a D6.

- 6 formula¢des de DODAB:MO (1:2), as quais foram preparadas com adi¢ao de 6 solucdes
de DOX com as mesmas concentragdes presentes de D1 a D6 e que estio representadas nos
pocos por F1 a F6.

- lipossomas controlo com concentracdo de lipido igual a 100 uM e que estdo representados
nos pocos por LO. Os pocos LO servem para verificar a toxicidade da formulagdo placebo
(sem farmaco).

- agua ultrapura representada nos pocos por HO. Os pocos HO servem para verificar a
toxicidade da dgua.

Adicionou-se 60 uLL. de DMSO (para que este ndo exceda 30 % do volume total em cada poco).

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12

| SN
000000000000
000000000000

Figura 44 - Microplaca de 96 pogos: D1 a D6 (6 concentragdes de DOX: 5x107; 5x107%; 1x10%; 5x10%; 1x103 e
5x103M); F1 a F6 (formulacdes DODAB:MO (1:2) com 6 concentragdes de DOX: 5x107; 5x107; 1x10%; 5x104;
1x1073 e 5x10-* M); LO (lipossomas controlo); HO (4gua); DMSO (controlo de morte, pois é citotéxico a temperatura
ambiente); TO (ndmero de células ao inicio da experiéncia); C (controlo de vida) e Tris (branco).

Adicionou-se também 160 uL de meio de cultura a todos os pogos, exceto aos do DMSO, aos
quais se adicionou apenas 140 pL de meio e aos TO s6 se adicionou 140 pL de PBS para
lavagem, que depois foi aspirado.

Homogeneizaram-se os pocos e incubou-se a 37 °C, durante 48h.

2.2.7.3. Protocolo do teste colorimétrico da sulforrodamina B (SRB)
Um dos testes de citotoxicidade muito utilizado e recomendado para avaliar o efeito de
farmacos na proliferagdo celular € o teste colorimétrico da sulforrodamina B (SRB). Este teste
apresenta varias vantagens: permite que um grande nimero de amostras seja testado em poucos
dias; € sensivel; permite discriminar a atividade citostdtica de citocida; requer equipamentos

relativamente simples e a leitura da absorvancia pode ser realizada vérias semanas apds o
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término do teste [132]. Com este teste € possivel medir a proliferagao celular e a citotoxicidade
que um farmaco como a DOX pode promover.

A sulforrodamina B é um corante fluorescente de cor violeta, com absorvancia maxima a 554
nm e emissdo de fluorescéncia mdxima a 586 nm [133]. Este corante possui dois grupos
sulfénicos (Figura 45) que se ligam as proteinas das membranas das células, permitindo a
quantificacdo do nimero de células vidveis por meio de absorvancia exibida pelas proteinas

coradas pela SRB.

CHg

Figura 45 - Estrutura quimica do corante sulforrodamina B [133].

O teste colorimétrico da sulforrodamina B € efetuado apds 48 h da adi¢do dos compostos as
células. Para tal, analisou-se a microplaca ao microscopio invertido e aspirou-se o liquido dos

pocos, com cuidado para ndo tocar no fundo (Figura 46).

Contagem Diluir e plaquear Adicionar substancias

Incubar 24h

Cultura de células

== = —]

Adicionar 50 pL Descartar liquido Guardar 1h Adicionar 1% dcido Adicionar PBS
de 5% SRB aos pogos e incubar 40 min no congelador acético:100% metanol a cada pogo
e incubar por 1h30 aos pogos e aspirar
MDAMB-468
..... ez e
—] - i % SN

: —— —p ) ;.
—E ™0 b

Lavoar’o§ pogos  Incubarplaca  pgicionar TRIS Ler absorbancia (540nm) .
com 1% acido acético até ficar seca

10mM aos pogos leitor microplacas

o
104 100 10 10 19° 10' 107 10
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Figura 46 - Teste de citotoxicidade — SRB (48h).
Adicionou-se 200 pL de PBS aos pocos, com ajuda de uma micropipeta multicanal (exceto nos
TO). Aspirou-se o liquido e adicionou-se 200 pL de acido acético: metanol (1:100) a todos os

pocgos, para fixar as células e guardou-se durante 1 h no congelador (-20 °C). Depois desse

periodo, descartou-se o liquido da placa, por inversdo para um frasco com restos de SRB e esta
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foi colocada, invertida e com a tampa da microplaca como suporte, a 37 °C, para secar, durante
cerca de 30-60 minutos.

Com uma micropipeta multicanal, adicionou-se 50 uL da solucdo 0,5% de sulforrodamina B
(em 1% de acido acético) a todos os pogos e agitou-se a microplaca por forma a uniformizar a
solucdo de SRB. Incubou-se a placa a 37 °C por 1h30. Depois desse periodo, lavou-se a placa
vdrias vezes com uma solu¢do 1% de acido acético, para remover o excesso de SRB que ndo se
ligou as proteinas. Incubou-se a placa a 37 °C, por cerca de 40 minutos (até os pogos estarem
bem secos).

Com uma micropipeta multicanal, adicionou-se 200 pL de soluc¢ao Tris 10 mM a todos os pogos
(e deixou-se 3 pogos s6 com Tris que representam o branco para a leitura). Agitou-se até

dissolver a SRB e leram-se as absorvancias, a 540 nm, em um leitor de microplacas.

2.2.7.4. Calculo da ICso0 da doxorrubicina em células MDA-MB-468
O ICs¢ indica a concentragdo, em pg/mL, de um farmaco ou outra substancia necessaria para
inibir 50 % do crescimento celular.
O teste de citotoxicidade SRB foi realizado para conseguirmos determinar o ICsp da DOX
solubilizada em dgua ultrapura e o da DOX encapsulada na formulacio DODAB:MO (1:2) e
verificar qual a que apresenta maior potencial citotéxico.
Os resultados obtidos durante a leitura de absorvancias foram usados para calcular a
percentagem de proliferacdo celular e para tragar a variacdo da proliferagdo celular (%) em
funcdo da concentracdo de DOX (M) sendo assim possivel examinar o efeito citotoxico de
diferentes concentracdes de DOX livre e encapsulada. Os valores abaixo de 100 % e acima de
0 % representam a inibi¢do de crescimento (efeito citostdtico), enquanto os valores negativos,
abaixo de 0 %, representam morte celular (efeito citocida) [135].
O ICs fo1 calculado através do ajuste linear da variacao da proliferacio celular (%) em funcao

da concentragdo de DOX.
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CAPITULO 111
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacio das formulacoes lipossomais com e sem doxorrubicina
Um dos objetivos desta dissertagdo residiu em desenvolver uma formulacio lipossomal de
DODAB:MO (1:2), que seria a formulagdo placebo, preparada segundo o método de hidratagcao
do filme lipidico com o intuito de ser comparada com formulagdes de DODAB:MO (1:2)
contendo concentracdes crescentes de DOX encapsulada por trés métodos de encapsulacio
passivos: hidratac¢ao, incubacdo e inclusdo direta. Pretendia-se com isto, analisar a influéncia
da DOX no tamanho, PDI e potencial-zeta da formulagdo, assim como, avaliar a influéncia do
método de preparacdo e encapsulacdo no tamanho (com distribui¢des em intensidade e
numero), polidispersdo (PDI), potencial zeta e a estabilidade ao longo de doze semanas, por
técnicas de DLS e ELS.

De realcar que independentemente do método de preparacdo, todas as formulagdes sofreram
extrusdo e as medicdes pelas técnicas de DLS e ELS das formulagdes foram realizadas
imediatamente apds a extrusdo ou no dia seguinte. De notar também que a formulagdo placebo
de DODAB:MO (1:2) foi produzida em triplicado, e os resultados das medidas efetuadas
corresponde a média e desvio padrdo das réplicas produzidas. As formulagdes de DODAB:MO
(1:2) contendo 3 concentracdes distintas de DOX encapsuladas por 3 métodos diferentes foram

produzidas apenas uma vez.

3.1.1.Método de hidratacao
3.1.1.1. Tamanho e PDI
As Figuras 47 e 48 apresentam o tamanho médio e o PDI, bem como, os respetivos desvios
padrao, da formulagdo placebo de DODAB:MO (1:2), e de trés suspensdes de DODAB:MO

(1:2) com concentragdes crescentes de DOX encapsulada pelo método de hidratacdo.
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Figura 48 - PDI e respetivo desvio padrdo das formulacdes
placebo de DODAB:MO (1:2) ([Doxorrubicina]=0 M) e
DODAB:MO (1:2) com trés concentracdes de doxorrubicina
encapsulada pelo método de hidratacéo.

Figura 47 — Tamanho médio e respetivo desvio padrdo das
formulagdes placebo de DODAB:MO (1:2) ([Doxorrubicina]=0
M) e DODAB:MO (1:2) com trés concentracdes de
doxorrubicina encapsulada pelo método de hidratagdo.
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Comparando o tamanho das quatro amostras verifica-se que este € menor que 200 nm, tal como
pretendido, para tirar proveito do efeito EPR, bem como, para permitir um aumento do tempo
de circulagdo da formulagao.

Comparando o tamanho médio das trés amostras de DODAB:MO (1:2) com DOX encapsulada
com a formulagdo placebo verifica-se que adicionando DOX a formula¢do ocorre uma
diminuicdo de tamanhos (Figura 47). Este facto pode ser explicado com o efeito de
empacotamento que a DOX proporciona ao ser adicionada ao lipossoma ou por alguma
reorganizacdo lipidica da formulac¢do, de forma a acomodar o firmaco, que origina assim
vesiculas mais condensadas.

Comparando as trés formula¢des de DODAB:MO (1:2) contendo DOX, verifica-se que para as
duas concentracdes menores de DOX, o tamanho médio dos lipossomas diminui com o aumento
da concentracdo de DOX e aumenta ligeiramente para a formulacio contendo a concentra¢ao
mais elevada de DOX. E provével que este ligeiro aumento de tamanho verificado para a
formulacdo com maior quantidade de DOX se deva ao facto de esta concentragdo pertencer ja
a gama de concentracdes para a qual se comecam a verificar a formacdo de dimeros de DOX
(ver Figura 68). Uma explicacdo possivel para o aumento do tamanho dos lipossomas dever-
se-4 ao facto de os dimeros de DOX (cuja estrutura se encontra representada na Figura 20)
serem mais volumosos € menos planares que a DOX monomérica. Assim, para melhor
acomodar as volumosas estruturas oligoméricas de DOX nos lipossomas, a MO (lipido mais
fluido da formulacdo) reorganizar-se-4, possivelmente ao nivel da bicamada lipidica de
DODAB. Tal reorganizagdo é concordante com os resultados de tamanho dos lipossomas, pois
a intercalacdo de mais moléculas de MO ao nivel da bicamada de DODAB induz uma
diminui¢do da curvatura das vesiculas, com consequente aumento do seu tamanho.

Quanto ao PDI verifica-se que este ndo se altera significativamente relativamente a formulagdo
placebo mantendo-se inferior a 0,2 para todas as formulacdes. Deste modo pode concluir-se
que as formulagdes lipossomais desenvolvidas apresentam um valor de PDI aceitdavel e

concordante com um tnico tipo de populagao.

3.1.1.2. Potencial zeta

Na Figura 49 observa-se o potencial zeta e respetivo desvio padrdo para cada amostra.
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Figura 49 - Potencial zeta e respetivo desvio padrdo da formulacéo placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com
tr€s concentragdes crescentes de doxorrubicina encapsulada, pelo método de hidratagao.

A formulacdo placebo de DODAB:MO (1:2) tem um potencial zeta médio de
+ 53,23 + 1,14 mV, o que € préoximo de outros valores reportados para o mesmo tipo de
suspensao lipossomal [71]. Estes valores de carga superficial maiores que +30 mV asseguram
a estabilidade da formulagdo devido a repulsdo superficial de cargas entre os lipossomas. Além
disso, a carga superficial positiva permitird a complexacdo de dcidos nucleicos e assegurara
uma melhor internalizacdo celular, uma vez que as membranas celulares apresentam-se
carregadas negativamente [63].

Os resultados do potencial zeta mostram que comparativamente a formulagao placebo, o valor
de potencial zeta € semelhante para as formulacdes contendo menor concentracdo de DOX (é
necessario relembrar que diferencas de potencial zeta de £ 3 mV ndo sdo consideradas
significativas). No entanto, a semelhanca do que se verificava para o tamanho dos lipossomas,
para a concentracdo mais elevada de DOX, onde a dimerizacdo ocorre, o potencial zeta
apresenta uma descida acentuada (diminui¢do > 3 mV) em relacdo a formulagdo placebo . Esta
descida do potencial zeta é concordante com o descrito anteriormente. Assim, para melhor
acomodar as volumosas estruturas oligoméricas de DOX nos lipossomas, a MO reorganizar-se-
4 e a intercalagdo de mais moléculas de MO ao nivel da bicamada de DODAB induz uma
diminui¢do da curvatura das vesiculas, com consequente aumento do seu tamanho e diminui¢ao

da densidade de cargas positivas de DODAB.
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3.1.2.Método de incubacio
3.1.2.1. Tamanho e PDI
Para os lipossomas preparados por este método as conclusdes sdo semelhantes as obtidas pelo
método anterior. Ou seja, todos os lipossomas produzidos apresentam um tamanho médio

menor que 200 nm, tal como pretendido e verifica-se que adicionando DOX a formulagao

ocorre uma diminui¢do de tamanhos (Figura 50).
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Figura 50 — Tamanho médio e respetivo desvio padrido das
formulacgdes placebo de DODAB:MO (1:2)
([Doxorrubicina]J=0 M) e DODAB:MO (1:2) com trés
concentracdes de doxorrubicina encapsulada pelo método de
incubacdo.
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Figura 51 - PDI e respetivo desvio padrdo das formulagdes
placebo DODAB:MO (1:2) ([Doxorrubicina]=0 M) e
DODAB:MO (1:2) com trés concentracdes de
doxorrubicina encapsulada pelo método de incubacio.

Este facto pode ser explicado com o efeito de empacotamento que a DOX proporciona ao ser
adicionada ao lipossoma ou por alguma reorganizacdo lipidica da formulagdo, de forma a
acomodar o farmaco, que origina assim vesiculas mais condensadas.

Comparando as trés formulacdes de DODAB:MO (1:2) contendo DOX, verifica-se que tal
como para o método de hidratacdo, para as duas concentragdes menores de DOX, o tamanho
médio dos lipossomas diminui com o aumento da concentracdo de DOX e aumenta ligeiramente
para a formulagio contendo a concentra¢io mais elevada de DOX. E provével que os dimeros
de DOX, por serem mais volumosos € menos planares do que a DOX monomérica, induzam
uma reorganizacao ao nivel da bicamada lipidica de DODAB. Tal reorganizacio é concordante
com os resultados de tamanho dos lipossomas, pois a intercalagdo de mais moléculas de MO ao
nivel da bicamada de DODAB induz uma diminui¢do da curvatura das vesiculas, com
consequente aumento do seu tamanho.

Quanto ao PDI (Figura 51) verifica-se que este ndo se altera significativamente relativamente a
formulacdo placebo mantendo-se inferior a 0,2 para todas as formulagdes. Deste modo pode
concluir-se que as formulacdes lipossomais desenvolvidas apresentam um valor de PDI

aceitdvel e concordante com um tunico tipo de populagdo.
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Comparando o tamanho e PDI das formula¢des de DODAB:MO (1:2) com DOX encapsulada
pelo método de incubagdo (Figuras 50 e 51) com o tamanho e PDI das formulacdes de
DODAB:MO (1:2) com DOX encapsulada pelo método de hidratacdo (Figuras 47 e 48)
verifica-se que o tamanho médio é menor para o método de incubacao, indicando a formacao

de vesiculas mais condensadas por este método.

3.1.2.2. Potencial zeta
Na Figura 52 observa-se o potencial zeta e respetivo desvio padrdo para cada amostra.
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Figura 52 - Potencial zeta e respetivo desvio padrdo da formulacéo placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com
trés concentragdes crescentes de doxorrubicina encapsulada, pelo método de incubacio.

Os resultados do potencial zeta sdo semelhantes aos do método de hidratacao, verificando-se
que comparativamente com a formulacio placebo, o valor de potencial zeta das formulacdes
contendo baixas concentragdes de DOX ndo apresenta uma variagao apreciavel (variacdo <3
mV).

No entanto, a semelhanca do que se verificava para o tamanho dos lipossomas, para a
concentracdo mais elevada de DOX, onde a dimerizacdo ocorre, o potencial zeta apresenta uma
descida acentuada (diminui¢do > 3 mV) em relacdo a formulacido placebo. Esta descida do
potencial zeta € concordante com o descrito anteriormente. Assim, para melhor acomodar as
volumosas estruturas oligoméricas de DOX nos lipossomas, a MO reorganizar-se-4 e a
intercalacdo de mais moléculas de MO ao nivel da bicamada de DODAB induz uma diminui¢do
da curvatura das vesiculas, com consequente aumento do seu tamanho e diminui¢do da

densidade de cargas positivas de DODAB.
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3.1.3.Método de inclusio direta
3.1.3.1. Tamanho e PDI
Comparando o tamanho médio das quatro amostras presentes na Figura 53, verifica-se que este
¢ menor que 200 nm, tal como pretendido. Os valores de PDI (Figura 54) sdo aceitdveis para
uma mistura de lipidos e sdo concordantes com um tnico tipo de populacdo. Comparando o
tamanho e PDI das amostras contendo DOX encapsulada pelo método de inclusdo direta
(Figuras 53 e 54), com as amostras com DOX encapsulada pelo método de hidratacdo (Figuras
47 e 48) e pelo método de incubagdo (Figuras 50 e 51) verifica-se que o tamanho das vesiculas
e o PDI aumentaram. E que ao contrario dos dois métodos anteriores (hidratacdo e incubagao),
as amostras com maior tamanho s3o as que contém menores concentracdes de DOX (5x10°e

5x10° M) e a de tamanho menor é a que contém uma maior concentracio de DOX (5x10™* M).
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Figura 53 - Tamanho e respetivo desvio padrdo das
formulagdes placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO
(1:2) com trés concentracdes de doxorrubicina encapsulada
pelo método inclusdo direta.

Figura 54 - PDI e respetivo desvio padrdo das formulacdes
placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés
concentragcdes de doxorrubicina encapsulada pelo método
inclusdo direta.

Apesar de os resultados obtidos pelos 3 métodos serem aparentemente contraditérios, como
veremos na seccao 3.4.1 e na Figura 96, existe para os trés métodos uma relacdo direta entre o
tamanho da vesicula e a eficiéncia de encapsulacio, EE (%). Assim, para os trés métodos, um
aumento da EE (%) de DOX é acompanhada por uma condensacdo dos lipossomas (diminui¢ao
do tamanho), provavelmente porque na presenca do firmaco na forma monomérica e para
melhor o acomodar se dard uma reorganizagdao da MO que se concentra mais no interior das
vesiculas. Este tipo de reorganizacdo da MO em vesiculas mais condensadas foi ja observado

por cryo-TEM [59].
3.1.3.2. Potencial zeta

Na Figura 55 observa-se o potencial zeta e respetivo desvio padrio para as formulacdes placebo

de DODAB:MO (1:2) e contendo concentracdes crescentes de DOX.
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Figura 55 - Potencial zeta e respetivo desvio padrdo das formulagoes placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com
trés concentragdes de doxorrubicina encapsulada pelo método de inclusdo direta.

Os resultados do potencial zeta sdo semelhantes aos do método de hidratacdo e de incubagao,
verificando-se que para as formulagcdes contendo concentragdes de DOX, o potencial zeta
apresenta uma descida em relacdo a formulacdo placebo. Esta descida do potencial zeta é
concordante com o descrito anteriormente. Assim, para melhor acomodar as moléculas de DOX
nos lipossomas, a MO reorganizar-se-a e a intercalacdo de mais moléculas de MO ao nivel da
bicamada de DODAB induz uma diminui¢do da curvatura das vesiculas, com consequente

diminui¢cdo da densidade de cargas positivas de DODAB.

3.1.4. Andlise da estabilidade das formula¢ées em condi¢coes de armazenamento
3.1.4.1. Método de Hidratacgio
3.1.4.1.1Estabilidade por analise do tamanho e PDI ao longo do tempo
Como se pode observar pela figura 56, os tamanhos dos lipossomas de DODAB:MO (1:2)
mantém-se com um valor de cerca de 130 nm ao longo das 12 semanas (t0 a t12) para as
formulacdes contendo DOX. J4 a formulacdo placebo sofre, a partir da segunda semana, um
aumento de tamanho (12=132; t3=140 e t12=149) que € acompanhado por um aumento do valor
de PDI (12=0,23; t3=0,34 e t12=0,35) indicando menor estabilidade desta formulacdo
relativamente as formulagdes que contém DOX. No entanto convém realcar que a formulagao
contendo maior concentracdo de DOX, apesar de evidenciar relativamente ao placebo uma
maior estabilidade, devido a maior constancia dos tamanhos, evidencia uma menor estabilidade
relativamente as outras formulagdes contendo menor concentragdo de DOX, tal como se pode

observar pelo aumento do PDI a partir da semana 4.
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Figura 56 - Avaliacdo da estabilidade das formulacdes por andlise ao longo do tempo dos tamanhos e PDI da
formulagdao placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés concentracdes de doxorrubicina
encapsulada pelo método de hidratagdo, ao longo de 12 semanas. t0 indica a primeira leitura feita imediatamente
ap6s a preparacdo das formulacdes e tl a t12 indicam leituras correspondentes as semanas 1 a 12, apds a
preparacgao.

3.1.4.1.2Estabilidade por analise do potencial zeta ao longo do tempo
Com o decorrer das semanas verifica-se que o potencial zeta das amostras ndo variou de forma
muito significativa (Figura 57) para as formulagdes contendo menores concentragdes de DOX,
mantendo para estas formulagdes um valor proximo dos +50 mV. Para a formulagado placebo e
para a formulacdo contendo maior concentracdo de DOX verificou-se maior variacdo do
potencial zeta ao longo do tempo, 0 que estd em consondncia com a maior instabilidade destas

formulacdes ja verificada através da andlise do PDI ao longo do tempo.
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Figura 57 - Avaliacdo da estabilidade das formulacSes por andlise ao longo do tempo do potencial zeta da formulagéo placebo
de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés concentracdes de doxorrubicina encapsulada pelo método de hidratagao,
ao longo de 12 semanas. toindica a primeira leitura feita imediatamente apds a preparagdo das formulacdes e t1 a t12 indicam
leituras correspondentes as semanas 1 a 12 apds a preparagao.
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3.1.4.2. Método de incubacao
3.1.4.2.1 Estabilidade por analise do tamanho e PDI no ao longo do tempo

Como se pode observar pela Figura 58, os tamanhos dos lipossomas de DODAB:MO (1:2)
mantém-se com um valor de cerca de 120 nm ao longo das 12 semanas (t0 a t12) para as
formulacdes contendo DOX. J4 a formulagdo placebo sofre, a partir da segunda semana, um
aumento de tamanho (12=132; t3=140 e t12=149) que é acompanhado por um aumento do valor
de PDI (t2=0,23; t3=0,34 e t12=0,35) indicando menor estabilidade desta formulacao
relativamente as formulacdes que contém DOX.

As variacdes no tamanho médio e PDI da formulacgio DODAB:MO (1:2) contendo a
concentracdo mais elevada de DOX, evidentes na semana tl e t2 podem atribuir-se a uma
insuficiente estabilizacdo da temperatura a que o ensaio foi realizado. De facto, tal como
reportado na literatura, as formulacdes de DODAB:MO com alto teor de MO (1:1; 1:2 e 1:4)
sdo particularmente sensiveis aos efeitos da temperatura, que provoca aumento da fluidez dos
lipossomas e coexisténcia de nanovetores contendo misturas de DODAB:MO e nanovetores
formados exclusivamente por MO [59, 60]. Esta coexisténcia de nanovetores de composi¢ao
distinta justifica o aumento de PDI. Uma vez que ap0s a andlise de estabilidade as amostras sdao
armazenadas no frigorifico, a formulacdo contendo maior concentragdo de DOX recuperou a
partir da semana 3 a sua organizac¢ao inicial, tendo-se tido o cuidado de nos ensaios seguintes

permitir tempo suficiente a estabilizacdo da temperatura.
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Figura 58 - Tamanho, PDI e estabilidade de formula¢cdes de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés concentragdes
de doxorrubicina encapsulada pelo método de incubacio.

3.1.4.2 2Estabilidade do potencial zeta no tempo
Com o decorrer das semanas verifica-se que o potencial zeta das amostras ndo variou de forma

muito significativa (Figura 59) para as formula¢des contendo DOX, mantendo para estas
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formulacdes um valor préximo dos +50 mV. Para a formulacdo placebo verificou-se maior
variacdo do potencial zeta ao longo do tempo, o que estd em consondncia com a maior

instabilidade desta formulacao, ja verificada através da anélise do PDI ao longo do tempo.
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Figura 59 - Avaliacdo da estabilidade das formula¢des por andlise ao longo do tempo do potencial zeta da formulacdo placebo
de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés concentragdes de doxorrubicina encapsulada pelo método de incubagao,
ao longo de 12 semanas. to indica a primeira leitura feita imediatamente apds a preparacdo das formulagdes e t1 a t12 indicam
leituras correspondentes as semanas 1 a 12 apds a preparacéo.

3.1.4.3. Método de inclusao direta
3.1.4.3.1Estabilidade por analise do tamanho e PDI ao longo do tempo
Analisando o tamanho e PDI das amostras de DODAB:MO (1:2) com DOX encapsulada pelo
método de inclusdo direta (Figura 60) verifica-se que estas formulagdes sdo estaveis ao longo
de 12 semanas e tal como nos métodos anteriores apresentam maior estabilidade que a
formulacdo placebo para a qual se verifica um aumento gradual do tamanho e PDI
especialmente a partir da 4* semana. Comparando a estabilidade das formulagdes contendo
DOX preparadas por este método ou pelos dois métodos anteriores, constata-se que o método
de inclusdo direta permite a obtenc¢do de vesiculas com DOX encapsulada com uma maior

estabilidade de tamanho e PDI.
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Figura 60 - Avaliacdo dos tamanhos e PDI da formulag¢do placebo de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés
concentracdes de doxorrubicina encapsulada pelo método de incluséio direta, ao longo de 12 semanas. t0 indica a primeira
leitura feita imediatamente apés a preparagdo das formulagdes e t1 a t12 indicam leituras correspondentes as semanas 1 a 12
apds a preparacao.

3.1.4.3 2Estabilidade por analise do potencial zeta ao longo do tempo
Com o decorrer das semanas verifica-se que o potencial zeta das amostras ndo variou muito
(Figura 61), até a quarta semana (t4), tendo-se verificado que a média dos valores das
formulacdes apresentaram uma ligeira diminui¢do no valor do potencial registado ao t0. A
média dos valores da formulacio DODAB:MO (1:2) + DOX (5x10°° M) foi de 50,07 mV +
0,66, da formulacio DODAB:MO (1:2) + DOX (5x10° M) foi de 48,72 mV + 1,61 e da
formulagio DODAB:MO (1:2) + DOX (5x10* M) foi de 47,60 mV + 0,07. A diferenca dos
valores de potencial das formulagdes contendo DOX € portanto inferior a 3 mV, e essa
constancia de valores do potencial zeta sublinha a maior estabilidade das vesiculas obtidas pelo

método de inclusao, face as vesiculas obtidas pelos métodos de hidratagcdo e incubacao.
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Figura 61 - Avaliacdo da estabilidade das formulagdes por andlise ao longo do tempo do potencial zeta da formulagao placebo
de DODAB:MO (1:2) e DODAB:MO (1:2) com trés concentra¢cdes de doxorrubicina encapsulada pelo método de inclusdo
direta, ao longo de 12 semanas. to indica a primeira leitura feita imediatamente apds a preparagdo das formulacdes e t1 a t12
indicam leituras correspondentes as semanas 1 a 12 apds a preparagao.
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3.2.Doseamento da doxorrubicina por espetroscopia

3.2.1.Curva de calibracio da doxorrubicina solubilizada em tampéao de pH 7,4

3.2.1.1. Por analise de espetrofotometria UV-Vis

A Figura 62 representa os espetros de absorvancia obtidos para padrdes de concentragdao

rigorosa de DOX solubilizada em tampao HEPES, a pH 7.4.
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Figura 62 - Espetros de absorvancia de solug¢des padrdo de doxorrubicina solubilizada em tampao HEPES, com pH 7,4.

Analisando os espetros da Figura 62 observa-se que a absorvancia da DOX solubilizada em

tampao HEPES ¢ maxima a A 480 nm. Tracando uma relacdo entre as concentragdes de cada

padrao de DOX e os valores de absorvancia obtidos nesse pico, obtém-se a curva de calibracdo

apresentada na Figura 63.
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Figura 63 - Curva de calibracdo de absorvancia das solug¢des padrdo de doxorrubicina solubilizada em tampao HEPES, com
pH 7.4, ao comprimento de onda maximo de 480 nm.
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3.2.1.2. Por analise de espetrofluorimetria
Na Figura 64 podemos analisar os espetros de emissdo de fluorescéncia obtidos para solucdes

padrdo de concentragdo rigorosa de DOX solubilizada em tampao HEPES, a pH 7 4.
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Figura 64 - Espetros de emissao de fluorescéncia de solu¢des padrao de doxorrubicina solubilizadas em tampao HEPES, com
pH 7,4.

Analisando os espetros de emissao de fluorescéncia da Figura 64 observa-se que a intensidade
de fluorescéncia da DOX solubilizada em tampao HEPES (pH 7,4) ¢ médxima a 555 nm.
Tracando uma relacdo entre as concentracdes de cada padrio de DOX e os valores de
intensidade de fluorescéncia obtidos nesse pico, obt€ém-se a curva de calibracdo apresentada na

Figura 65.
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Figura 65 - Curva de calibracio de fluorescéncia de solucdes padrdo de doxorrubicina solubilizada em tampao HEPES,
com pH 7.4, ao comprimento de onda maximo de 555 nm.
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3.2.2.Curva de calibracio da doxorrubicina solubilizada em tampao de pH 5
3.2.2.1. Por analise de espetrofotometria UV-Vis
Na Figura 66 podemos analisar os espetros de absorvancia obtidos para solu¢gdes padrao de

concentracdo rigorosa de DOX solubilizada em tampao acetato, com pH 5.
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Figura 66 - Espetros de absorvancia de solu¢des padrao de doxorrubicina solubilizada em tampao acetato, com pH 5.

Analisando o espetro de absorvancia da Figura 66 observa-se que a absorvancia da DOX
solubilizada em tampdo acetato ¢ maxima a A 480 nm. Tracando uma relagdo entre as
concentragdes de cada padrao de DOX e os valores de absorvancia obtidos nesse pico, obtém-

se a curva de calibracdo apresentada na Figura 67.
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Figura 67 - Curva de calibragdo de absorvancia de solu¢des padrao de doxorrubicina solubilizada em tamp@o acetato, com pH
5.
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3.2.2.2. Por analise de espetrofluorimetria
Na Figura 68 podemos analisar os espetros de emissdo de fluorescéncia de solugdes padrao de

DOX, de concentracao rigorosa, solubilizada em tampao acetato, com pH 5.
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Figura 68 - Espetro de emissdo de fluorescéncia de solugdes padrao de doxorrubicina solubilizadas em tampao acetato, com
pHS.

Analisando a Figura 68 verifica-se que a intensidade de fluorescéncia das solugdes padrdao com
concentragdes de 5x107 a 1x10~° M aumenta em fungdo da concentragio € o espetro de emissdo

apresenta intensidade maxima a A__ = 555 nm (assinalado na Figura 68 com um circulo

vermelho) e uma outra banda menos intensa a A= 595 nm. Com o aumento das concentragdes
de DOX, de 5x10° a 1x10* M, verifica-se um aumento muito marcado da intensidade de
fluorescéncia, com um notorio aumento da intensidade da segunda banda a A = 595 nm
(assinalado na Figura 68 com um circulo verde). Aumentando ainda mais as concentragdes de
DOX, de 5x10* a 1x10° M, a dupla banda de emissdo de fluorescéncia desaparece e a
intensidade de emissdo de fluorescéncia diminui consideravelmente observando-se uma banda
unica de emissdo a A = 595 nm (assinalado na Figura 68 com um circulo amarelo). Este
comportamento de desvio espetral da fluorescéncia maxima para o vermelho e de perda gradual
da emissao de fluorescéncia é condizente com a formacao de dimeros de DOX. Com efeito, a
fluorescéncia da DOX ¢ essencialmente devida a estrutura tetraciclica que contém um anel
hidroquinona e quinona aromaticos e planares com eletrdes m excitaveis capazes de emissdo de
fluorescéncia no regresso ao estado fundamental. No entanto, a partir de determinada
concentragdo, verifica-se que a DOX se associa de uma forma dimérica estabelecendo
interacdes do tipo m- m entre os anéis aromaticos de duas moléculas, decorrendo dessa

associacao mudancas espetrais e perda progressiva de emissao de fluorescéncia [79] [136].
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Analisando os espetros de emissdo de fluorescéncia da Figura 68 conseguimos perceber que a
formacdo de dimeros de DOX tem inicio a partir da concentracdo 5x10” M, pois é a partir desta
concentracdo que se comecam a verificar mudancas espetrais. Para tracar a curva de calibracao
para a andlise por fluorescéncia da DOX solubilizada em tampao acetato (pH 5) selecionou-se
a gama de concentragdes onde ndo se verificava a formagdo de dimeros e procedeu-se a andlise

da banda de intensidade maxima de fluorescéncia a A= 555 nm (Figura 69).
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Figura 69 - Espetro de emissao de fluorescéncia de solu¢des padrdo de doxorrubicina solubilizadas em tampao acetato, a pH 5.

Representando os valores de fluorescéncia obtidos na banda onde a intensidade de emissao é
méxima em fungdo das concentragdes de DOX (de 5x107 a 8x10°® M), obtém-se a curva de
calibracao apresentada na Figura 70.
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Figura 70 - Curva de calibrag@o de fluorescéncia de solu¢des padrio de doxorrubicina solubilizada em tampdo acetato, com
pH 5, ao comprimento de onda médximo de 555 nm.
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3.2.3.Curva de calibracio da doxorrubicina solubilizada em tampao de pH 9
3.2.3.1. Por analise de espetrofotometria UV-Vis
Na Figura 71 podemos analisar os espetros de absorvancia obtidos para solugdes padrao de

concentracgdo rigorosa de DOX solubilizada em tampao HEPES, com pH 9.
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Figura 71 - Espetro de absorvéncia de solugdes padrdo de doxorrubicina solubilizada em tampao HEPES, com pH=9.

Analisando o espetro de absorvancia da Figura 71 observa-se que a absorvancia da DOX
solubilizada em tampdo HEPES ¢ maxima a A 480 nm. Tracando uma relacdo entre as
concentracdes de cada padrao de DOX e os valores de absorvéncia obtidos nesse pico, obtém-
se a curva de calibragdo apresentada na Figura 72. Uma vez que o padrao de concentra¢cdo mais
elevada apresenta ja um desvio a linearidade da lei de Beer, a curva de calibra¢do apresentada

corresponde 4 gama de concentracdes de DOX de 2,22x107 a 5,25x10° M.
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Figura 72 - Curva de calibracdo de absorvancia de solu¢des padrao de doxorrubicina solubilizada em tampao HEPES, com
pH 9, ao comprimento de onda maximo de 480 nm.
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Comparando os espetros de absorvancia de trés solucdes com valores de concentracio
aproximada de DOX solubilizada a pHs 5; 7,4 € 9, verifica-se que a intensidade da absorvancia
aumenta (Figura 73) mas os espetros sdo semelhantes e ndo apresentam desvios nas bandas
espetrais com a modificacdo do pH do meio. A DOX € uma molécula bésica e em pH 4cido a
porcao aminoglicosidica (hidrofilica) da DOX fica carregada positivamente ao nivel do grupo
amina, pois recebe ides H* do meio. Quando se aumenta o pH, o meio fica mais rico em ides
HO e o grupo amina da por¢do aminoglicosidica € neutralizado. Apesar da por¢dao
aminoglicosidica da molécula ser afetada pelo pH do meio, a regido cromé6fora da molécula
(hidrofébica) nao sofre alteracdes, dai que ndo se evidenciem diferengas espetrais com a

alteracdo do pH do meio. 160 -
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Figura 73 - Espetros de absorvancia da doxorrubicina solubilizada em tampdes com pH 5; 7,4 e 9.

O mesmo se verifica comparando os espetros de fluorescéncia da DOX solubilizada em
tampdes com valores de pH diferentes (Figura 64 e 68), onde apenas a intensidade de
fluorescéncia diminui com a diminui¢dao do pH do meio, o que esta previsto na literatura [79].
As curvas de calibracdo da DOX das alineas 3.2.1 a 3.2.3 foram construidas com o intuito de
poder determinar a concentracdo da DOX libertada dos lipossomas durante os testes de
libertag@o controlada em valores de pH relevantes ao nivel fisiologico: 5; 7,4 € 9. No entanto,
esses ensaios ndo foram realizados no ambito desta dissertacdo, mas serdo incluidos nas
perspetivas futuras de continuagdo do trabalho, uma vez que a sua realizaco estd prevista para

inclus@o num artigo cientifico em preparacao.
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3.3. Efeitos biofisicos da doxorrubicina
3.3.1.Coeficiente de particio membrana/agua da doxorrubicina
3.3.1.1. Avaliacao da lipofilia da doxorrubicina e a sua distribuicio no
nanossistema veiculador

Na Figura 74 A apresenta-se um exemplo dos espetros de absor¢do UV-Vis de amostras de
lipossomas de DODAB:MO (1:2) com concentragdes crescentes de lipido (S1 a S11, significam
concentracgdes de 50-3000 uM) e concentracao fixa de DOX (300 uM). Os espetros de cor cinza
na mesma Figura representam a absorc¢do correspondente as referéncias ou brancos, ou seja, aos
lipossomas de DODAB:MO (1:2) com concentragdes crescentes de lipido, mas sem DOX.
Como se pode verificar, apesar de nas referéncias, o farmaco ndo estar presente, ainda assim ha
uma variacdo espectral dos espetros, mais notéria na zona dos 250-300 nm. Esta variacdo
espectral deve-se a dispersdo de luz provocada pelos lipossomas e constitui uma interferéncia

importante na quantificagdo da DOX através da andlise dos espetros.

Absorvancia
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Figura 74 - Espetros de absorvancia de 3 réplicas de doxorrubicina (300 uM) representadas por D1, D2 e D3 e de amostras a
uma concentragdo crescente de DODAB:MO e concentragdo fixa de doxorrubicina (300 uM) (S1-S11). As referéncias ou
brancos correspondentes, preparadas de um modo semelhante as amostras, mas sem o farmaco, sdo também apresentadas (cor
cinza)). A) Apresenta o espetro com amostras e brancos. B) Representa os espetros obtidos depois da subtracdo dos brancos
correspondentes (cor cinza).

Para anular esta interferéncia, derivaram-se os espetros da Figura 74 A, como se pode observar
na Figura 75 A e B. Apos o tracado da 1? derivada dos espetros da Figura 74 A € logo notéria
uma diminuicdo da interferéncia espetral (Figura 75 A). De facto, se observarmos os tracados
cinza correspondentes a derivada dos espetros das referéncias concluimos que constituem uma
linha que passa praticamente pelo zero. Contudo, verifica-se ainda alguma interferéncia de
dispersdo de luz ndo completamente anulada sobretudo nas concentragdes mais elevadas de
DODAB:MO e nos comprimentos de onda de 200-300 nm. Analisando a 2* derivada (Figura

75 B), verifica-se que este problema € praticamente anulado na totalidade.
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Na 2% e 3" derivadas dos espetros, selecionam-se os picos (maximos ou minimos das derivadas)
onde se verifica uma grande variagdo espectral nas amostras, mas onde as respetivas referéncias
apresentam uma interferéncia nula. Finalmente, o valor de K, LUVs/dgua da DOX ¢
determinado a partir de uma regressdo nao linear (D vs [L]) obtida por ajuste da Equagdo 2.8

aos dados experimentais: Valor da derivada ao A escolhido obtido para concentragdes crescentes

de LUVs de DODAB:MO (1:2) ([L)]).
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Figura 75 - Representagdo de algumas etapas necessdrias a determinagdo do coeficiente de parti¢do da Doxorrubicina (300 pM)
num sistema bifdsico lipossomas DODAB:MO (1:2)/4gua calculado através da folha de cédlculo com base em EXCEL Kp
Calculator [23].

(A,B) Representam a 1% e 2* Derivada dos espetros apds a subtrag@o dos brancos e a sele¢do de comprimentos de onda escolhidos
para determinar o coeficiente de particdo (C) Representacdo dos valores da 2* derivada a A = 318 nm para as amostras de
doxorrubicina a diferentes concentra¢cdes de DODAB:MO (1:2) e ajuste ndo linear usando a Equagéo 2.8.

Para provar que o método derivativo é o suficiente para anular a dispersdo da luz pelos
lipossomas, procedeu-se a andlise derivativa dos espetros sem a subtracdo dos brancos, que

N 7z

apresentou resultados bastante similares a andlise derivativa efetuada nos espetros apds a
subtrag¢do dos brancos, como se pode observar pela comparagdo da Figura 75, com a Figura 76

e pela anélise da Figura 77.
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Figura 76 - Representacdo de algumas etapas necessdrias a determinag@o do coeficiente de parti¢ao da doxorrubicina (300 uM)
num sistema bifdsico lipossomas DODAB:MO (1:2)/4gua calculado através da folha de cdlculo com base em EXCEL Kp

Calculator [23].

(A,B) Representam a 1% e 2* Derivada dos espetros sem a subtracdo dos brancos e a sele¢cdo de comprimentos de onda escolhidos
para determinar o coeficiente de particdo (C) Representacao dos valores da 2* derivada a A = 318 nm para as amostras de
doxorrubicina a diferentes concentra¢cdes de DODAB:MO (1:2) e ajuste ndo linear usando a Equagéo 2.8.
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Figura 77 - Representacéo grafica da 2°Derivada a 318 nm. A preto estdo representados os valores dos maximos da 1* derivada
dos espetros obtidos apds a subtragdo de brancos e a vermelho os valores dos maximos da 1* derivada obtidos diretamente dos

espetros sem a subtrac@o de brancos.

Desta forma, como nao ha diferencas significativas quer se faga ou ndo a subtragdo das

referéncias (Figura 77), nas restantes andlises desta investigacdo, o calculo do K, sera sempre

efetuado sem proceder a subtracdo das referéncias, procedendo apenas a derivacdo direta dos

espetros e ao calculo do K, nos pontos das derivadas onde a dispersao das referéncias € anulada.
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A andlise dos espetros de absorvancia da DOX a 150 uM foi efetuada da mesma forma como

demonstra a Figura 78.
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Figura 78 - Representacdo de algumas etapas necessdrias a determinagao do coeficiente de particio da doxorrubicina (150uM)
em sistemas bifésicos lipossomas DODAB:MO (1:2)/dgua calculado através da folha de cdlculo com base em EXCEL Kp
Calculator [23].

(A,B) Representam a 1% e 2* Derivada dos espetros sem a subtragdo dos brancos e a selecdo de comprimentos de onda
escolhidos para determinar o coeficiente de particdo (C) Representagdo dos valores da 2* derivada a A = 318 nm para as
amostras de doxorrubicina a diferentes concentragdes de DODAB:MO (1:2) e ajuste néo linear usando a Equag@o 2.8.

Depois de calcular os coeficientes de particao (K,) da DOX a 150 uM e 300 uM em sistemas
bifasicos LUVs de DODAB:MO (1:2)/4dgua elaborou-se a Tabela 5 de modo a tornar mais facil
a comparagdo dos resultados do K, determinados experimentalmente com o logP (coeficiente
de particdo num sistema octanol: dgua) tedrico da DOX calculado com um software
MarvinSketch 6.2.2° e o logP da DOX determinado experimentalmente num sistema octanol:

dgua num trabalho descrito na literatura [1].
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Tabela 5 — Valores de coeficientes de parti¢do (K,) da doxorrubicina (C;=150 uM e C»=300 uM) em sistemas
bifasicos de LUVs de (DODAB:MO)(1:2))/H,O e respetivos logaritmos (Log (K,)) e valores de parti¢do da
doxorrubicina em sistemas octanol/dgua (LogP).

: Kp (LUVs/H20)

1

Kp (LUVs/H20) (molL") (adimensional)® LogKp LogPb LogP®
Ci C: C1 C2 Ci C

1614367 1401+143 26044592 2260+230 3,410,100 3,35+0,0444 1,50 1,36

Qs valores de Kp calculados apresentam-se em unidades de molL'. Para poder comparar com os valores adimensionais da
literatura € necessdrio dividir o valor calculado pelo volume molar do lipido em questdo (0,62 Lmol!).

®Valores de LogP da doxorrubicina determinados por calculo teérico num sistema bindrio octanol/dgua usando o software
MarvinSketch 6.2.2°

“Valores de LogP da doxorrubicina num sistema bindrio octanol/dgua reportados na literatura [1].

Ao analisar os valores dos coeficientes de parti¢do (K,) de duas concentracdes de DOX (150
uM e 300 uM) num sistema bifasico de LUVs de DODAB:MO (1:2)/4gua, concluimos que os
valores de K, obtidos para a concentragdo de 150 uM sdo superiores aos obtidos para uma
concentracao de 300 uM. Este resultado ndo € surpreendente uma vez que estes coeficientes de
particdo foram determinados em 4gua ultrapura (que apresenta pH ligeiramente acidico), e a
esse pH a DOX € um farmaco carregado positivamente. Desta forma, sendo os lipossomas de
DODAB:MO (1:2) vesiculas carregadas positivamente devido ao DODAB que as reveste
externamente ser um lipido catiénico, é compreensivel que o aumento da concentragdo de
farmaco carregado positivamente provoque alguma repulsio eletrostatica face a superficie
catidnica das vesiculas.

Existe uma diferenca significativa entre os valores do coeficiente de particao lipossoma/dgua e
os valores do coeficiente de parti¢ao octanol/dgua, estes ultimos retirados da literatura e através
do célculo tedrico. Esta diferenca prende-se com o facto de o logP ser calculado ao pH ao qual
o farmaco estd na forma neutra, e o logKp ser calculado na dgua ultrapura, onde as espécies de
farmaco existem maioritariamente na sua forma carregada positivamente. Para além disso, o
farmaco em estudo ndo € inteiramente lipdfilo, o que impede o estabelecimento de uma
correlacdo com o modelo octanol/dgua. Para farmacos apolares, o modelo octanol/agua
mimetiza razoavelmente a particio membrana/dgua, ja para substancias com grupos polares o
mesmo ndo se verifica [126]. No nosso estudo ndo temos como intuito fazer uma comparagao
direta dos valores de particio membrana/dgua obtidos para a DOX in vitro com os valores da
particdo da DOX nos sistemas membranares do organismo, porque a determinacio do K, em
lipossomas/dgua efetuada neste trabalho ndo foi feita em lipossomas que mimetizem a
membrana bioldgica. Pretendemos sim, averiguar a partilha da DOX na formulacdo lipossomal
DODAB:MO (1:2). Contudo o valor do logKp determinado (previsao da distribuicao da DOX

na formulacdo do nanossistema) € significativamente maior que o valor do logP da literatura
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(correspondente a distribuicio da DOX no organismo) sugerindo que o nanossistema
DODAB:MO (1:2) aumenta grandemente a distribuicdo de DOX e é portanto adequado para o

encapsulamento da DOX.

3.3.1.2. Previsao do comportamento do firmaco a valores de pH biologicamente
relevantes
A DOX tem um pKa = 8,15 [9]. Isto significa que a pH < pKa a molécula estard carregada

positivamente devido ao grupo amina que € protonado (Figura 79).

“ry,

O e
T

Figura 79 - Molécula de doxorrubicina carregada positivamente. Elaborada com soffware MarvinSketch 6.2.2 ©,

A pH > pKa a molécula estard carregada negativamente devido ao grupo enol que ¢é

desprotonado (Figura 80).

Figura 80 -Molécula de doxorrubicina carregada negativamente. Elaborada com software MarvinSketch 6.2.2 ©.

Logo, a pH 5 e pH 7,4 a espécie maioritaria da DOX € a espécie carregada positivamente
verificando-se no entanto algumas diferencas:

- apH 5 cerca de 99% das espécies estao carregadas positivamente

- a pH 7,4, 80% das espécies estdo carregadas positivamente e 20% das espécies estdo
carregadas negativamente.

A determinacdo do logP de um farmaco num sistema bindrio octanol/dgua, descrito na

literatura, € feita para a espécie ndo carregada desse farmaco (neutra), pelo que os valores de
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logP sdo realizados a pH distintos conforme o pKa das espécies a determinar. Um parametro
mais interessante na avaliagdo da particdo € a determinagdo do logD dos farmacos, ou seja, o
estudo da parti¢do do fairmaco a um dado pH.

Os logKp da DOX determinados num sistema LUVs((DODAB:MO)(1:2))/tampao pH 5 e
LUVs((DODAB:MO)(1:2))/tampao pH 7.4, sdo apresentados na tabela seguinte (Tabela 6) e

comparados com os logD da DOX num sistema octanol/dgua.

Tabela 6 — Valores de coeficientes de particio (K,) da doxorrubicina (C=150 pM) em sistemas
LUV((DODAB:MO)(1:2))/Tampéo (pH 5 e pH 7,4) e respetivos logaritmos (log (K,)) e valores de parti¢do da

doxorrubicina em sistemas octanol/agua a pH 5 e 7,4 (LogD).

Kp(LUVs/Tampio) Kp (LUVs/H20)

b C
(molL") (adimensional)® LogKp LogDh LogDh

pHS pH74 pHS pH74 pHS pH74 pHS pH74 pH<7

1747£467 60164 28181753 970+£102 3,45+0,119 2,99+0,0460 -1,45 0,10 0,74

30s valores de Kp calculados apresentam-se em unidades de molL-!. Para poder comparar com os valores adimensionais da
literatura € necessdrio dividir o valor calculado pelo volume molar do lipido em questdo (0,62 Lmol ).

®Valores de LogD da doxorrubicina determinados por calculo teérico num sistema bindrio octanol/dgua usando o software

MarvinSketch 6.2.2°
“Valores de LogD da doxorrubicina num sistema bindrio octanol/dgua a pH acidico reportados na literatura [1].

Em ambos os valores de pH a molécula de DOX estd carregada positivamente dado que o pH é
menor que o pKa. No entanto, enquanto a pH 5 praticamente toda a DOX se encontra carregada
positivamente, a pH 7,4 existem ja algumas espécies carregadas negativamente. Tal levou-nos
a esperar obter como resultados um coeficiente de parti¢do maior a pH 7,4 do que a um pH 5.

A andlise dos valores de logD da DOX, determinados por cdlculo tedrico, vieram corroborar a
nossa ideia (K> apH 7,4; K, <apH 5). Contudo, as anélises ndo foram de encontro ao esperado
e verificou-se um maior coeficiente de particio a um pH 5. Desta forma, para confirmar e
validar esta nova informacdo, fizeram-se réplicas destas andlises e obtiveram-se resultados
similares. O facto dos valores, a pH acidico, de logD da DOX num sistema bindrio octanol/agua,
reportados na literatura, apresentarem um valor bastante mais elevado comparado com os
valores do logD da DOX quando determinados por cdlculo tedrico e os resultados que
obtivemos leva-nos a crer que a carga positiva da DOX nao prejudica tanto a lipofilia global da
molécula como seria de supor. De facto, teoricamente um ido ou qualquer outra substancia
carregada € bastante hidroéfila, no entanto se por ser carregada a pH fisiol6gico a DOX fosse

hidréfila, esta ndo seria capaz de atravessar membranas e chegar ao nicleo onde se intercala no

89



ADN. Para além disto, a andlise da Figura 81, certifica similarmente os nossos resultados uma

vez que demonstra que grande parte da estrutura da DOX ¢ lipdfila.

Figura 81 - Estrutura da doxorrubicina. As dreas azuis e vermelhas correspondem a zonas polares e as dreas cinza a zonas apolares.

3.3.1.3. Previsao da localizacio da doxorrubicina no nanossistema veiculador do
farmaco

Através dos estudos de particdo por espetroscopia derivativa é também possivel prever a
localizag@o do farmaco no nanossistema por observagado dos espetros das derivadas de amostras.
Se existirem desvios batocrémicos (desvios do Amsx para valores maiores de comprimento de
onda) hd a indica¢do da presenca do farmaco num microambiente mais apolar, mas se existirem
desvios hipsocromicos (desvios do Amsx para valores menores de comprimento de onda) entao
ha indicagdo da presenca do farmaco num microambiente mais polar [137].
Por observagado da Figura 82, podemos verificar que o méximo da derivada do espetro apresenta
desvios para valores maiores de comprimento de onda havendo a indicacdo da presenca do
farmaco num microambiente mais apolar. Como o ambiente mais apolar nos nanossistemas
usados neste tipo de estudo € a zona interna da bicamada lipidica e as estruturas formadas pela

agregacdao da MO, podemos prever que € nesses locais que se encontra a DOX.
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Figura 82 - 2° Derivada dos espetros de absorvancia de doxorrubicina (300 uM) (D1, D2 e D3) e de concentragdes crescentes
de DODAB:MO e concentragdo fixa de doxorrubicina (300 pM) (S1-S11). As referéncias correspondentes, preparadas de um
modo semelhante as amostras, mas sem o farmaco, sdo também apresentadas (Brancos a cinzento). E evidenciado o méximo
da derivada do espetro que apresenta desvios para valores maiores de comprimento de onda.
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3.3.2. Calculo dos parametros termodinimicos da particio da doxorrubicina
Para calcular os parametros termodindmicos associados a particdo da DOX num sistema
bifasico LUVs (DODAB:MO (1:2))/dgua, efetuou-se a determinacdo do K, da DOX
(concentragdo 300 uM) da mesma forma anteriormente descrita, mas a varias temperaturas: 30,
37,50, 53,55 e 60 °C. A Figura 83 ilustra um exemplo dos ajustes dos valores da 3* derivada

a 556 nm obtidos as diversas temperaturas.

0,00035 - »
0,00030 - p
E 0,00025
©
8 0,00020
©
o ] 30°C
§ 0,00015 e 379
S 0,00010- 50 °C
(= v 53°¢C
& 0,00005 - 55 °C
< <4 60°C
0,00000 -

0,0000 0,0005 0,0010 0,0015  0,0020
[DODAB:MO(1:2)] (M)

Figura 83 - Ajustes dos valores da 3* derivada, a 556 nm, calculada por espetroscopia derivativa a diferentes temperaturas (30,
37,50, 53, 55 ¢ 60 °C).

A anélise Van’t Hoff da dependéncia da particio da DOX no sistema LUVs/dgua permitiu
calcular a entalpia (4H) (o calor da reacdo) e entropia (4S) (auséncia de restricdes aos
movimentos das moléculas), e consequentemente, a energia livre de Gibbs (4G).

AH e A4S envolvidas na particdo foram determinadas pelo declive e ordenada na origem da
regressdao de Van’t Hoff descrita pela seguinte equacao:

1n(Kp):—2—I;+% (3.1

R= constante dos gases perfeitos (8,314Jmol 'K"!)
T = temperatura (Kelvin)

AH= entalpia

AS= entropia

Uma vez que o empacotamento € o arranjo molecular € profundamente modificado na transi¢ao
da fase gel para a fluida é possivel observar um comportamento bifasico na representacdo de

Van’t Hoff que apresenta um perfil distinto nas duas fases lipidicas (Figura 84).
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Figura 84 - Regressdo de Van’t Hoff para a parti¢do da doxorrubicina em LUVs de DODAB:MO (1:2).

Na fase gel, a entalpia positiva (4H=36,5 KImol! e 45=0,20 KJmol') indica que a parti¢io na

fase mais ordenada € um processo endotérmico sendo necessdrio fornecer energia para separar

as moléculas lipidicas e criar espaco na membrana das vesiculas para a penetragdao do farmaco.

Na fase fluida a entalpia negativa (4H=-183 KJmol™! e 45=-0,48 KJmol ™) indica que o processo

de particdo é exotérmico. De facto, depois das moléculas de fairmaco terem migrado da fase

aquosa para a fase membranar, os espacos originais ocupados pelo farmaco na fase aquosa vao

ser ocupados por moléculas de agua. Este evento produz libertagdo de energia devido as

interagdes 4gua-agua [138]. Valores negativos de entalpia também indicam a presenca

significativa de pontes de hidrogénio [139].

A energia livre de Gibbs (4G) € calculada a partir da AH e AS através da seguinte equagao:
AG = AH —-TAS (3.2)

AG = energia livre de Gibbs

AH= entalpia

T = temperatura (Kelvin)
AS= entropia

Na Figura 85 estd representada a variacdo da energia livre de Gibbs de acordo com a

=23 4
temperatura: °

24
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Figura 85 - Variac@o da energia livre de Gibbs (4G) da parti¢do da doxorrubicina (300 uM) no sistema bindrio vesiculas
de DODAB:MO (1:2) e d4gua, de acordo com a temperatura.
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Os valores negativos obtidos para a energia livre de Gibbs apresentados na Figura 85 indicam
que o processo de interacdo da DOX com as vesiculas de DODAB:MO (1:2) é espontaneo.
Com o aumento da temperatura, 4G torna-se mais negativo indicando que a particdo é mais
espontanea a medida que a membrana fica mais fluida e desorganizada, pois assim permite
melhor a penetracao do farmaco. No entanto, na fase fluida o aumento de temperatura diminui
a espontaneidade da particdo, provavelmente porque uma desordem exacerbada acaba por

promover o rearranjo da monoleina e expulsdo do farmaco encapsulado nas vesiculas.

3.3.3.Efeito da doxorrubicina na microviscosidade e cooperatividade membranares

A influéncia dos farmacos nas propriedades biofisicas membranares € importante tanto para
avaliar como se fard a distribui¢do do farmaco pelas biomembranas do organismo, como para
avaliar a distribui¢c@o dos farmacos em nanotransportadores membranares, como os lipossomas.
Assim, por um lado testou-se a influéncia da DOX nas propriedades biofisicas de lipossomas
de DMPC usados como modelos biomiméticos simples de membranas e, por outro lado,
procedeu-se a avaliacdo da influéncia da DOX no sistema veiculador desenvolvido
DODAB:MO (1:2).

Em qualquer dos casos, a influéncia da DOX nas propriedades biofisicas da membrana foi
determinada através da avaliacdo do efeito deste fairmaco na transicdo de fase lipidica e na
cooperatividade da transi¢do, para desse modo inferir sobre os efeitos da DOX na
microviscosidade e ordem lipidicas. Para isso recorreu-se a técnica de dispersao de luz dinamica
(DLS) procedendo-se a contagem do numero de vesiculas (kcps) e a avaliacao do seu tamanho
em funcdo da temperatura (°C).

Representando graficamente a variagdo da taxa de contagem das vesiculas em fungdo da
temperatura obtém-se perfis sigmoides cujos ajustes nao lineares sao feitos através da equagao
2.10. Com base na analise da Figura 86 € possivel inferir, através das curvas sigmoides
correspondentes a interacdo do farmaco DOX com LUVs de DMPC, que a DOX apresenta uma

interagdo significativa com a bicamada lipidica das vesiculas de DMPC.
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Figura 86 - Taxa média de contagem, de LUVs de DMPC na auséncia de doxorrubicina (circulos claros) e de LUV
de DMPC na presenca de doxorrubicina (circulos escuros), medida em funcdo da temperatura. Cada ponto
corresponde a um valor médio de trés medigdes com o respetivo desvio padrdo e as linhas sdo o melhor ajuste néo
linear obtido de acordo com a Equagdo 2.10, refinando os parametros 7}, e cooperatividade (B).

A partir de cada um dos perfis sigmoides obtidos, foram calculados e representados na Tabela

7, os parametros biofisicos que caracterizam o estado da membrana: 7, e B.

Tabela 7- Pardmetros biofisicos T;, e B calculados para LUVs de DMPC, na auséncia e na presenca de
doxorrubicina.

Lipido (sem e com farmaco) B (cooperatividade) Tm (°C)
DMPC 188 + 86 21,7 +2,12
DMPC+DOX 918 + 281 26,8 +0,08

De acordo com o que acima foi referido, e ao analisarmos os resultados obtidos na Tabela 7
para os LUVs de DMPC € possivel verificar que a DOX provoca um aumento da T, em cerca
de 5 °C e aumenta a cooperatividade da transicdo de fase membranar. Este efeito de ordenagao
membranar € provavelmente devido a geometria planar da molécula de DOX. De facto, a
presenca de grupos planares e hidrofébicos permite a intercalacdo da DOX ao nivel das bases
do ADN. De igual modo, a presenca destes grupos confere lipofilia & molécula de DOX e
provavelmente facilitard a interacdo com os lipidos das membranas, promovendo o
empacotamento lipidico que € observavel através do aumento da Tm. Um incremento na
ordenacao lipidica provocada pela DOX justifica igualmente o aumento da cooperatividade e

permite-nos também concluir que a DOX encontra-se localizada junto as caudas apolares da
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bicamada lipidica [128, 131], mas a um nivel mais superficial, C1-C7, que € uma zona mais
perturbavel do que as zonas mais profundas das cadeias acil e portanto, mais sujeita a ser afetada
por uma molécula como a DOX que se interpde entre as moléculas lipidicas estabelecendo
ligacdes hidréfobas entre os seus grupos planares apolares e as caudas apolares lipidicas, o que
se reflete no aumento do empacotamento lipidico e consequente aumento da microviscosidade
lipidica. Um aumento da cooperatividade é também indicativo de uma distribui¢do homogénea
da DOX pela fase lipidica. Sendo assim, podemos concluir que a DOX aumenta a
microviscosidade e promove o empacotamento lipidico das membranas celulares. Esta
bioacumulacdo da DOX na membrana enfatiza a necessidade de se encapsular a DOX em
nanovetores.

Para avaliar o efeito da DOX nas propriedades biofisicas dos lipossomas desenvolvidos como
seu nanossistema veiculador procedeu-se a uma andlise de DLS semelhante a acima descrita.
Na Figura 87 esta representada graficamente a variacio da taxa de contagem das vesiculas em
funcdo da temperatura tendo-se obtido perfis sigmoides cujos ajustes ndo lineares foram feitos
através da 2.10. Com base na andlise da Figura 87 é possivel inferir, através das curvas
sigmoides correspondentes a interacdo do farmaco DOX com os LUVs de DODAB:MO (1:2),
que a DOX nio afeta tdo significativamente as propriedades biofisicas da bicamada lipidica das

vesiculas de DODAB:MO (1:2) como afetava a bicamada lipidica de DMPC.
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Figura 87 - Taxa média de contagem, de LUVs de DMPC na auséncia de doxorrubicina (circulos claros) e de
LUVs de DMPC na presencga de doxorrubicina (circulos escuros), medida em fungdo da temperatura. Cada ponto
corresponde a um valor médio de trés medi¢des com o respetivo desvio padrio e as linhas sdo o melhor ajuste nao
linear obtido de acordo com a Equacao 2.10, refinando os parametros T;, e cooperatividade (B).
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Tal pode ser confirmado por observacao de como a DOX alterou os parametros biofisicos que
caracterizam o estado da membrana: 7;, e B calculados e representados na Tabela 8, a partir de

cada um dos perfis sigmoides obtidos.

Tabela 8- Parametros biofisicos 7, e B calculados para LUVs de DODAB:MO (1:2), na ausé€ncia e na presenga
de doxorrubicina.

Lipido (sem e com farmaco) B (cooperatividade) Tm (°C)
DODAB:MO (1:2) 217 £ 58 41,7 +1,01
DODAB:MO (1:2)+DOX 532498 39,9 + 0,34

De acordo com o que acima foi referido, e ao analisarmos os resultados obtidos na Tabela 8
para os LUVs de DODAB:MO (1:2) € possivel verificar que a DOX ndo provoca alteragdes
significativas na T, € aumenta a cooperatividade da transi¢io de fase membranar o que mostra,
mais uma vez, a distribuicdo homogénea deste farmaco na fase lipidica. O facto de ndo haver
uma perturbacdo significativa da Tm lipidica revela que a DOX se localiza muito mais
profundamente ao nivel das cadeias acil (>C7) da bicamada lipidica ou no interior lipossomal
rico em MO. Esta zona como € muito fluida, ndo € tao afetada pela dissolucdo de farmacos que
nela se localizam sem alterar a Ty,.

No entanto, apesar dos efeitos pouco notdrios da DOX ao nivel da Ty de DODAB:MO (1:2),
pode-se constatar por observacdo da Figura 87, que a DOX diminui a microviscosidade do
sistema na fase gel membranar (diminui a taxa de contagem das vesiculas as temperaturas
abaixo da Tn) e diminui a microviscosidade do sistema na fase fluida (diminui a taxa de

contagem das vesiculas as temperaturas acima da Tr).

3.4. Eficiéencia de encapsulacio da doxorrubicina nas formulacoes

lipossomais desenvolvidas

Para determinar a quantidade de DOX encapsulada na formulacao lipossomal construiu-se uma
curva de calibragdo da DOX solubilizada em dgua ultrapura, por medi¢des de espetrofotometria

UV-Vis (absorvancia).
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3.4.1.Quantificacio de doxorrubicina encapsulada

espetrofotometria UV-Vis

por medicoes de

Na Figura 88 podemos analisar o espetro de absorvancia de solu¢des padrio de DOX de

concentracgdo rigorosa solubilizada em dgua ultrapura.
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Figura 88 - Espetro de absorvéncia de solugdes padrdo de doxorrubicina solubilizada em dgua ultrapura.

Analisando o espetro de absorvancia da Figura 88 observa-se que a banda de absor¢do maxima

da DOX solubilizada em 4gua ultrapura € a 480 nm. Traga-se entdo a correspondéncia dos

valores de absorvancia obtidos nesse pico, por cada solu¢do padrio, obtendo-se a curva de

calibracdo apresentada na Figura 89.
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Figura 89 — Curva de calibragdo de absorvancia de solugdes padrdo de doxorrubicina solubilizada em dgua ultrapura, ao

comprimento de onda maximo de 480 nm.

E necessario ter um método de doseamento da DOX em dgua ultrapura, para que com a curva

de calibrac@o obtida se possa dosear a quantidade de DOX que nos ensaios de encapsulacao

ndo fica retida nos LUVs de DODAB:MO (1:2) e portanto fica no filtrado aquoso apds

centrifugacdo com os amicons.
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Calculou-se também a primeira derivada do espetro de absorvancia da DOX solubilizada em

dgua ultrapura (Figura 90).
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Figura 90 - 1* Derivada do espetro de absorvancias de solugdes padrao de doxorrubicina solubilizada em dgua ultrapura.

Analisando a primeira derivada do espetro de absorvancias de oito solu¢des padrao de DOX
solubilizada em dgua ultrapura (Figura 90) observa-se que proximo ao ponto isosbéstico a 482
nm (indica a existéncia de duas formas iénicas do farmaco, que como vimos a este pH esta
maioritariamente carregada positivamente mas com coexisténcia de algumas espécies
carregadas negativamente) [140], se encontra a 442 nm um pico intenso da derivada das
absorvancias da DOX solubilizada em dgua ultrapura. Com os valores das primeiras derivadas
das absorvancias obtidos nesse pico, por cada concentracao de solugdo padrao, obtém-se a curva

de calibragdo apresentada na Figura 91.
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Figura 91 - Curva de calibragéo da 1? derivada do espetro de absorvancias de solugdes padrdo de doxorrubicina solubilizada
em 4gua ultrapura, ao comprimento de onda maximo de 442 nm.
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Esta curva de calibrac@o da derivada dos espetros de absorcao dos padrdes (Figura 91) teve de
ser elaborada para se obterem dados importantes para o calculo da EE da DOX na formulacao
lipossomal DODAB:MO (1:2), tais como, a concentracio da DOX que ficou retida nos
lipossomas, uma vez que ao nivel dos lipossomas, a dispersao de luz por eles provocada
impediria um correto doseamento do farmaco se nao fosse aplicado o método derivativo (que
anula as interferéncias espetrais da dispersado de luz).

De seguida, testou-se a encapsulacio de duas solugdes de DOX solubilizada em dgua ultrapura,
com as concentracdes de 5x107 e 5x10* M, na formulacio de DODAB:MO (1:2), pelos
métodos de hidratacao, incubagado e inclusdo direta, com o intuito de analisar qual o método
mais eficiente a encapsular a DOX na formulagdo lipossomal DODAB:MO (1:2).

Ap6s a centrifugagdo e diluicdo das duas amostras de cada método, foi lida a absorvancia do
residuo e filtrado. O espetro de absorvancia dos residuos e dos filtrados sd@o apresentados

respetivamente na Figura 92 e 93.
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Figura 92 - Espetro de absorvancia dos residuos do branco
(formulag@o placebo de DODAB:MO (1:2) sem DOX) e de duas
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Figura 94 - 1° Derivada do espetro de absorvancia dos residuos
do branco e de duas concentra¢des de doxorrubicina encapsuladas
por trés métodos.
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Figura 93 - Espetro de absorvancia dos filtrados do branco
(formulagao placebo de DODAB:MO (1:2) sem DOX) e de duas
concentracdes de doxorrubicina encapsuladas por trés métodos.
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Figura 95 - 1* Derivada do espetro de absorvancia dos filtrados do
branco e de duas concentragdes de doxorrubicina encapsuladas por
trés métodos.
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Para eliminar a dispersdo de luz provocada pelos lipossomas, calcularam-se as primeiras
derivadas dos espetros de absorvancia dos residuos (Figura 94) e nestes residuos o célculo da
DOX presente serd efetuado recorrendo a curva de calibragio da derivada dos espetros (Figura
91). Nos filtrados ndo ha o problema da dispersao de luz, pois tratam-se apenas de solucdes
aquosas contendo a DOX que nao foi encapsulada, e portanto o doseamento da DOX nos
filtrados pode ser feito diretamente nos espetros de absor¢do do filtrado (Figura 93) recorrendo
a curva de calibragao da DOX em &dgua ultrapura (Figura 89). No entanto, o doseamento por
aplicacdo do método derivativo é possivel mesmo em solugdes aquosas e para testar que este
método derivativo ndo afetava em nada o cdlculo da concentracio de DOX no filtrado,
procedeu-se também ao tragado da 1* derivada dos espetros dos filtrados (Figura 95). De facto,
a concentracido de DOX nos filtrados apresentou valores idénticos, quando calculada quer pelo
método direto quer pelo método derivativo. Por isso, € uma vez que se aplicou o método
derivativo ao cédlculo da concentracao de DOX nos residuos também se recorreu a este método
para calcular a DOX no filtrado.

Assim registaram-se os valores obtidos na banda 422 nm da derivada dos espetros dos residuos
e filtrados e através da curva de calibragdo da derivada dos espetros de padroes de DOX
determinou-se a concentracdo de DOX presente nos residuos e filtrados. A EE foi calculada
através da equacdo 2.11 em que a [DOX] total foi calculada pela soma da [DOX] no residuo e
no filtrado. Nao se utilizou a [DOX] como sendo a [DOX] inicial adicionada, porque nos
métodos de hidratagdo e de inclusdo, a adicdo da DOX fez-se antes da extrusdo e verificamos
que houve perdas de DOX nos filtros de policarbonato, pelo que a concentragdo total de DOX
disponivel para encapsulacio era inferior a inicialmente colocada.

Os resultados de EE para os vérios métodos de encapsulagdo da DOX nos lipossomas e para

duas concentracdes distintas de DOX (5x10° e 5x10* M) apresentam-se representados na

Figura 96.
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Figura 96 - Eficiéncia de encapsula¢do de duas concentragdes de DOX (5x107 e 5x10* M) em lipossomas de DODAB:MO
(1:2) por trés métodos distintos de encapsula¢do do farmaco: hidratacdo, inclusdo direta e incubagao.
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Analisando os dados da Figura 96 podemos inferir que o método de hidratacdo ¢ o método
menos eficiente para encapsular a DOX no sistema DODAB:MO (1:2). Provavelmente este
método € menos eficiente devido ao facto de a DOX se encontrar carregada positivamente
quando solubilizada em 4gua ultrapura (pH ligeiramente 4cido) o que promoverd a repulsdo
eletrostitica entre a DOX e o DODAB (também carregado positivamente), aquando da
hidratacao do filme lipidico seco.

Segundo a Figura 96, o método de incubacdo é o método que proporciona maior encapsulacao
de DOX na formulacao lipossomal DODAB:MO (1:2). No entanto, o método de inclusdo direta
proporciona valores de encapsulagdo muito semelhantes ao método de incubagao, embora em
ordem inversa, ou seja, a concentracdo mais baixa de DOX apresenta pelo método de inclusao
direta um valor semelhante a concentracao mais elevada de DOX encapsulada pelo método de
incubacdo e a concentra¢ao mais elevada de DOX apresenta pelo método de inclusdo direta um
valor semelhante a concentracdo mais baixa de DOX encapsulada pelo método de incubacao.
Ou seja, no caso do método de inclusdo direta, a encapsulacdo aumenta com o aumento da
concentracdo de DOX e o inverso sucede no método de incubagdo. Estas diferencas, certamente,
tém que ver com o modo diferente como a DOX ¢€ incluida no sistema lipossomal, uma vez que
diferentes tipos de métodos de encapsulacdo proporcionam diferentes tipos de organizacdo
estrutural dos nanossistemas para melhor acomodarem o farmaco. Este tipo de observagado ja
era visivel nas andlises de DLS, onde os métodos de incubacdo e inclusdo direta apresentavam
resultados opostos em funcao da concentragdo de DOX adicionada (ver Figuras 50 e 53).
Outra observacgdo interessante a realizar € a existéncia de uma correlacdo entre a EE (%) de
DOX nos lipossomas de DODAB:MO (1:2) e a condensacdo do tamanho dos lipossomas que o
aumento de EE (%) proporciona (Figura 97). Ou seja, tanto pelo método de incubacdo, como
pelo método de inclusdo direta, com o aumento da EE (%) de DOX nos lipossomas de
DODAB:MO (1:2) ocorre uma condensacgio destes lipossomas (diminui¢do do tamanho). Este
efeito de condensacdo dos lipossomas por aumento da encapsulacdo de DOX € mais evidente
no método de inclusdo direta, muito provavelmente porque neste método ao adicionar-se DOX
diretamente aos lipidos que irdo formar o filme lipidico seco, a DOX tem maior oportunidade
de se distribuir no interior das vesiculas, sendo mais miscivel nas estruturas ricas em MO, e
provavelmente promovendo maior concentragdo da MO no interior do lipossoma, justificando

assim a condensagdo dos lipossomas.
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Figura 97 - Comparagdo do tamanho (nm) (barra escura) e eficiéncia de encapsulacdo (%) (barra clara) obtidos com duas
concentragdes de doxorrubicina em lipossomas de DODAB: MO (1:2), por dois métodos distintos de encapsulagdo do farmaco:
incubacio e inclusdo direta.

De forma a comparagao dos métodos de encapsulagao da DOX ser mais evidente, na Figura 98
apresenta-se a representacdo grafica da eficiéncia obtida para a encapsulacdo de uma média de

concentracdes de DOX pelos trés métodos.
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Figura 98 - Eficiéncia de encapsulagdo da média de concentra¢des de doxorrubicina em lipossomas de DODAB:MO (1:2), por
trés métodos distintos de encapsulagdo do farmaco: hidratacdo, inclusdo direta e incubag@o.

Por observagdo da Figura 98 conclui-se de uma forma mais evidente que o método menos
eficiente para a encapsulacdo da DOX em lipossomas de DODAB:MO (1:2) € o método de
hidratacdo, enquanto os métodos de inclusdo e incubagdo apresentam valores semelhantes de
encapsulacido da DOX dentro do erro. No entanto, confrontando os dados da EE com os dados
obtidos sobre o melhor método para a estabilidade das formulagdes ao longo do tempo podemos
deduzir que a DOX ao ser encapsulada pelo método de inclusdo apresenta maior estabilidade
ao longo do tempo. Portanto, este foi o método escolhido como o ideal para encapsulagdo da

DOX pois conjuga uma boa EE (%) com uma boa estabilidade dos LUVs formados.
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Por estes motivos, decidiu-se repetir a determinacao da EE (%) da DOX pelo método inclusao
direta, com as duas concentragdes utilizadas, 5x107 e 5x10* M, e mais trés: 1x10™, 1x1073,
5x10 M, para confirmar se aumentando as concentracdes de DOX, a EE (%) aumentava. Apés
a centrifugacdo e dilui¢do das cinco amostras, foi lida a absorvancia do residuo e filtrado. Os
espetros de absorvancia dos residuos e dos filtrados sdo apresentados respetivamente nas

Figuras 99 e 100.
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Figura 100 - Espetros de absorvéncia dos filtrados de cinco
amostras com concentracdes diferentes de doxorrubicina
encapsulada pelo método de inclusdo direta.

Figura 99 - Espetros de absorvancia dos residuos de cinco
amostras com concentracdes diferentes de doxorrubicina
encapsulada pelo método de inclusdo direta.

Para eliminar a dispersd@ao de luz provocada pelos lipossomas, calcularam-se as primeiras

derivadas dos espetros de absorvancia dos residuos (Figura 101) e dos filtrados (Figura 102).
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Figura 101 - 1* Derivada dos espetros de absorvancia dos Figura 102 - 1* Derivada do espetro de absorvancia dos filtrados de
residuos de cinco amostras com concentragdes diferentes cinco amostras com concentra¢des diferentes de doxorrubicina
de doxorrubicina encapsuladas pelo método de inclusdo encapsuladas pelo método de inclusdo direta.

direta.

Registaram-se os valores obtidos na banda 422 nm da derivada dos espetros dos residuos e
filtrados e através da curva de calibracdo da derivada dos espetros de padrées de DOX
determinou-se a concentracao de DOX presente nos residuos e filtrados, calculando-se EE (%)

tal como o descrito anteriormente.
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Figura 103 - Eficiéncia de encapsulacdo de concentracdes crescentes de doxorrubicina encapsulada em lipossomas de
DODAB:MO (1:2), pelo método de inclusdo direta no filme lipidico.

Depois de calculada a média e desvio padrdo de dois ensaios de EE (%) podemos concluir que
a EE (%) da DOX nos lipossomas de DODAB:MO (1:2) pelo método de inclusdo aumenta com
o aumento da concentragdo de DOX adicionada (Figura 103). Este comportamento verifica-se
até a concentracdo de 5x10* M, a partir da qual esse aumento nio é tdo significativo, talvez
porque a formulacao tenha atingido um ponto de saturacdo da quantidade de DOX que consegue

encapsular [141].

3.5. Teste de citotoxicidade

As concentragdes de DOX a testar foram escolhidas tendo em conta as concentragdes utilizadas
para andlise da EE (%) mas também o valor do ICsp da DOX livre em células MDA-MB-468
(0,14 (£0,05) uM) [142] presente na literatura.

Todas as amostras foram testadas em triplicado (exceto o controlo de células), tendo sido
calculadas média e desvio padrao da percentagem de proliferacao celular.

Para podermos analisar os resultados do teste de citotoxicidade SRB (48h), na linha celular
MDA-MB-468, subtraiu-se o valor da absorvancia do Tris (branco) e achou-se a média e desvio

padrao dos trés ensaios realizados (Figura 104).
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Figura 104 - Absorvancias, com subtragio do Tris (branco), e respetivos desvios padrdo de 6 concentracdes de DOX
livre; de 6 formulagdes DODAB:MO (1:2) com 6 concentracdes de DOX; LO (lipossomas controlo); HO
(4gua); DMSO (controlo de morte); tO (células ao inicio da experiéncia); t48 (controlo de vida apds 48h).

A partir da Figura 104 conseguimos observar o crescimento das células que nao foram sujeitas
a tratamentos através dos valores médios de absorvancias desde o inicio do teste (t0=0,24) até
ao final (t48=0,79). Este valor médio de absorvancia dos pocos das células (0,79) foi
considerado como 100% de proliferacao celular. Sendo assim, os resultados da Tabela 9 foram
expressos relativamente a média das leituras de absorvancia dos pogos das células (0,79),

considerando este timepoint como 100% de proliferagao celular.

Tabela 9 - Valores de absorvancias e respetivos desvios padrao dos pocos tendo em conta o timepoint das células
como 100% de proliferacao.

12 Ensaio 2° Ensaio 3% Ensaic Meédia Desvio Padrdo 1% Ensaio 2® Ensaio 3% Ensaio Média Desvio Padrdo

5,00E-07 90,526 95,627 110492 99,02 10,21 F1 94,272 89952 94,357 92,86 2,52
5,00E-05 90,926 106,681 94,992 97,53 B,18 F2 55,648 62,509 60,222 59,46 3,48
LO0E-04 BES36 96,771 93,213 92,97 3,92 F3 41,758 484581 43748 44,67 3,46
5,00E-04 10,122 13,481 14,442 14,68 4,68 F4 20,667 24224 20,794 21,90 2,02
1.00E-03 4,616 3,043 B,894 5,52 3,03 F5 0,487 12,832 16,051 12,79 3,28
5,00E-03 5,167 3,430 11,181 6,59 4,07 Fb B.047 8,936 B,851 8,61 0,49
DMS0 50,821 31,212 62,340 48,12 15,74
HO 102,361 83,557 84,574 90,16 10,58
Lo 96,686 85124 94145 91,99 6,08
To 29,603 21,091 39,767 30,15 9,35
Células 100,095 99,905 100,00 0,13

Pelos dados da Tabela 9 verifica-se que o DMSO teve, como seria de prever, um efeito
citotoxico embora ndo aos niveis habituais, originando uma taxa de proliferacdo celular de
48,12% + 15,74.

Relativamente a 4dgua, esta foi bem tolerada pelas células tendo-se obtido um valor médio de

percentagem de proliferagdo celular de 90,16 % + 10,58.
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Analogamente o L0, ou seja, a formulagao lipossomal DODAB:MO (1:2) também foi bem
tolerada pelas células, tendo-se obtido um valor médio de percentagem de proliferacao celular
de 91,99 % + 6,08.

Depois de determinada a média e desvio padrao dos trés ensaios, tragou-se a curva de
percentagem de proliferacdo celular vs concentracio de DOX (M) ao longo de 48h, para

determinac¢do do ICso da DOX livre e encapsulada em DODAB:MO (1:2) (Figura 105).

SRB (48h)

120 MDA-MB-468
s 110 :
; 100 = DOX livre
2
g —a—DODAB:MO (1:2) + DOX
:g 60
® 50
@ 40 e 4
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& 20 | +DOX) = 8,2X10°M
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[DOX] M

Figura 105 - Curva de percentagem de proliferacdo celular vs concentragdo de doxorrubicina (M) ao longo de 48h e
determinacdo do ICso da doxorrubicina livre e encapsulada na formulagdo (DODAB:MO (1:2) + DOX).

Analisando a curva de percentagem de proliferagdo celular vs concentracdo de DOX (M) ao
longo de 48h verifica-se que ambas as amostras testadas t€ém um efeito citostatico. Comparando
a percentagem de proliferacdo celular da doxorrubicina livre, verifica-se que € mais alta do que
a da formulagdo DODAB:MO (1:2) + DOX em concentragdes entre 5x10”7 e 1x10* M. A partir
da concentragio 1x10*M e até 1x10° M verifica-se uma queda abrupta da percentagem de
proliferacado celular de 92,97% para 5,52%.

A percentagem de proliferacio celular com a formulagdo de DODAB:MO (1:2) contendo DOX
vai diminuindo gradualmente da concentracdo 5x1077 e 5x10* M o que parece ser efeito da
libertacdo controlada da doxorrubicina do lipossoma. A percentagem, neste intervalo de
concentracdes € mais efetiva para a diminuicao da proliferacdo celular do que a doxorrubicina
livre. Talvez porque o lipossoma atravessa melhor a barreira das membranas celulares do que
a doxorrubicina livre, ou seja, internaliza mais rapidamente.

O ICso foi extrapolado pela determinagdo das equacdes das retas. A formulagio DODAB:MO
(1:2) contendo DOX tem um ICsp mais baixo (8,2x10° M) do que a doxorrubicina livre
(2,56x10* M), o que demonstra que a formulagio DODAB:MO (1:2) é mais citotéxica (com
uma ordem de grandeza inferior) que a doxorrubicina livre até a concentracido de 5x10*M, o

que vem corroborar o perfil citotoxico da formulagdo com doxorrubicina encapsulada mais
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favordvel e em principio com melhor seguranga cardiaca e menos mielossupressao, alopécia,
nduseas e vomitos, em comparacao com a doxorrubicina livre.

No entanto, € importante distinguir o ICsp associado ao lipossoma do ICso do lipossoma com a
DOX encapsulada. Segundo estudos realizados recentemente pelo grupo de investigacdo onde
me insiro, o ICsp associado ao lipossoma € de 146,5 pg/mL, ou seja, 1,48x10*M, o que quer
dizer que o efeito citostdtico da formulacio DODAB:MO (1:2) + DOX deve-se essencialmente
a DOX libertada da formulacdo e nao tanto a formulacio DODAB:MO (1:2).
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CAPITULO IV
4. CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

4.1. Conclusoes
Neste trabalho foi possivel desenvolver e caracterizar uma formulagao lipossomal para
transporte e entrega especifica e eficiente de um farmaco anticancerigeno, a DOX.
A investigacdo realizada permite concluir que o método de inclusdo direta da DOX antes de se
formar o filme lipidico seco apesar de produzir formulagdes com tamanhos médios e PDIs mais
elevados (embora dentro dos parametros de tamanhos pretendidos (100-200 nm)) que os outros
dois métodos testados, estas sdo mais estdveis ao longo de doze semanas e apresentam uma
elevada eficiéncia de encapsulacdo que atinge um maximo de 86,95% + 4,48. Quanto a carga
de superficie dos lipossomas desenvolvidos, os valores rondam os +47 mV, o que € interessante
para de futuro efetuar a complexacdo dos lipossomas com material genético (com carga
negativa devido aos grupos fosfato) e assim obter uma formulacao que aproveita a sinergia da
terapia génica e da quimioterapia. Além disso, a carga positiva da superficie dos lipossomas
assegura uma melhor internalizacao celular ja que as membranas apresentam lipidos com carga
superficial ligeiramente negativa e portanto a adsorcdo de nanovetores carregados
positivamente € facilitada.
Relativamente aos métodos de hidratacio e incubacdo, apesar de promoverem uma diminui¢ao
dos tamanhos médios dos lipossomas e uma distribui¢cdo de tamanhos do tipo monodispersa,
denotam ou uma baixa eficiéncia de encapsulacdo (no caso do método de hidratacao
possivelmente devido a repulsdo eletroestatica promovida pelas cargas positivas (DODAB) da
superficie dos lipossomas e as cargas positivas da DOX) ou, por outro lado, apresentam menor
estabilidade ao longo do tempo (sendo o caso do método de incubagdo).
O elevado valor obtido para a particdo da DOX nos sistemas lipossomais desenvolvidos sugere
que o nanossistema desenvolvido € adequada para o encapsulamento do farmaco em estudo.
Ao calcular os coeficientes de parti¢do a dois valores de pH distintos, ambos acidicos, conclui-
se que a particao é elevada e que a carga positiva da doxorrubicina ndo condiciona a sua
distribuicao nos nanossistemas carregados positivamente, uma vez que a molécula de farmaco
possui grupos lip6filos que certamente promovem a distribuicao preferencial da molécula no
interior, igualmente lip6filo, das vesiculas ricas em estruturas invertidas de MO.
A andlise do coeficiente de particdo a vdrias temperaturas possibilitou-nos concluir que a
particdo € mais espontianea a medida que a membrana fica mais fluida e desorganizada, uma
vez que permite a melhor a penetracdo do farmaco. Porém, na fase fluida, o aumento da

temperatura diminui a espontaneidade da parti¢do. Com esta investiga¢ao, confirmou-se que a
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utilizag¢do de lipossomas, como mimetizacdo do comportamento de membranas, permite obter
coeficientes de particdo que traduzem a particdo dos farmacos nas membranas celulares.
Quanto aos efeitos biofisicos da DOX na microviscosidade e cooperatividade membranares,
verifica-se que esta promove um efeito de ordena¢ao das membranas miméticas das membranas
celulares provavelmente devido a sua estrutura planar intercaladora que favorece o
empacotamento lipidico e bioacumulacio, o que enfatiza a necessidade da sua encapsulagao.
Nas membranas das vesiculas DODAB:MO (1:2) a DOX possui ainda um efeito de aumento
da cooperatividade da transicao de fase indicando uma boa distribuicdo do farmaco no seio
lipidico. No entanto os efeitos sobre a temperatura de transicdo de fase sdo minimos (ligeira
reducdo) indicando que a molécula certamente se localiza mais profundamente na bicamada
lipidica, ndo sendo os seus efeitos tdo notdrios nesta regido ja de si muito fluida, ou junto dos
agregados de MO no interior do lipossoma. Podemos contudo observar que a DOX apresenta
efeitos de reducao da microviscosidade lipidica na fase gel e fluida da membrana.

Por ultimo, dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade podemos concluir que a
formulacio DODAB:MO (1:2) + DOX tem um efeito citostitico mais rapido e gradual (o que
parece ser um efeito da libertacdo controlada) do que a DOX livre, provavelmente porque o
lipossoma internaliza mais rapidamente nas células. O efeito citostéatico verificado deve-se
essencialmente a DOX libertada da formulagdo e ndo tanto a formulacao. Sendo por isso, mais
favoravel e em principio com melhor seguranga cardiaca e menos mielossupressao, alopécia,

nauseas € vomitos, em comparagdo com a DOX livre.

4.2. Perspetivas futuras

Os resultados obtidos nesta dissertacdo proporcionam novas questoes bastante interessantes que
nos conduzem a perspetivas para mais estudos.

- Os lipossomas devem ser capazes de transportar e libertar o fairmaco de uma maneira eficiente
no corpo. Dai a necessidade de realizacdo de ensaios de libertagdo controlada a pH 5 (mimetiza
pH do tecido cancerigeno), pH 7.4 (mimetiza pH do soro) e pH 9 (muito préximo do pKa da
doxorrubicina), para analisar as possiveis alteracdes de espetros (visto que a doxorrubicina é
uma molécula anfifilica e dependente do pH do meio) e determinar a libertacdo controlada da
doxorrubicina da formulagdo, in vitro, nos diferentes valores de pH.

- Realizacdo de estudos de difracdo de raio-X do sistema lipossomal para verificacdo de
confirmacdo da existéncia de fases ndo lamelares invertidas de MO no interior da bicamada

lamelar de DODAB e realizacdo do mesmo tipo de estudos mas apds encapsulagdo de
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doxorrubicina para perceber melhor de que forma esta interage com os lipidos da formulacao e
como altera o seu polimorfismo.

- Realizacdo de ensaios de localizagdo membranar da doxorrubicina com recurso a sondas
desativadoras da fluorescéncia do farmaco.

- Realizac@o de um acoplamento de PEG (PEG-CerC16-PE) na formulagaio DODAB:MO (1:2)
para aumentar o tempo de circulagdo.

- Producgdo de formulagGes lipossomais com diferentes combinacdes de lipidos sensiveis ao pH
e com fluidez distinta: (DSPC+DODAP):MO (1:2), um sistema lipossomal mais rigido e
DODAP:MO (1:2), um sistema lipossomal mais fluido, importantes para modelar a libertacao
da doxorrubicina e acionar a libertagdo do farmaco no pH acidico das células cancerigenas.

- Funcionalizagdo das formulacdes lipossomais com hialuronato, manose e folato para um
direcionamento ativo para as células cancerigenas, bem como a complexacdo com siARN para
inibi¢do do efeito MDR.

- Realizagdo de estudos de internalizagdo celular que evidenciem a vantagem das formulagdes

desenvolvidas.
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