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Desenvolvimento e otimizagdo de nanoformulagdes lipidicas como microbicidas anti-VIH

Resumo

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) ¢ um dos maiores problemas de saude publica ao
nivel mundial e as terapias a base de antirretrovirais (ARV) continuam a ser, nos dias de hoje, a melhor
opcao para o seu tratamento. No entanto, e apesar dos ARV terem melhorado significativamente a
qualidade e esperanca média de vida dos individuos infetados, ¢ imperativo que, para além de propostas
de tratamento, se invista no desenvolvimento de novas estratégias de prevencéo para o combate da
infecdo pelo VIH e os nanossistemas provaram ser uma alternativa promissora, particularmente para a
administracao vaginal de microbicidas. A presente dissertacdo teve como principal objetivo o
desenvolvimento de uma estratégia profilatica tdpica para o combate do VIH/SIDA, tendo por base a
formulacdo comercial Truvada®. Mais concretamente, desenvolveram-se sistemas coloidais lipidicos
carregados com tenofovir disoproxil fumarato (TDF) que foram, posteriormente, incorporados em
hidrogéis (HG) de carbomero com emtricitabina (FTC) para administracdo vaginal.

De modo a avaliar a influéncia da carga superficial dos nanossistemas na sua capacidade de
interacdo com a mucina, vesiculas unilamelares grandes (LUV) cationicas, anionicas e neutras foram
caracterizadas quanto ao seu diametro hidrodinamico, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta ()
antes e apods incubacdo com uma suspensdo de mucina. Avaliou-se ainda o efeito dos LUV na
fluorescéncia intrinseca da proteina e no comportamento reolégico de HG com 25 % (v/v) de mucina. Os
estudos posteriores prosseguiram apenas com sistemas zwitteriénicos com diferentes graus de rigidez
membranar, nos quais se encapsulou TDF por trés metodologias distintas. Os nanossistemas foram
caracterizados quanto ao tamanho e PDI; potencial-; eficacia de encapsulamento (EE %) e efeitos
biofisicos dos farmacos no nanossistema. O desempenho terapéutico foi igualmente avaliado através do
estudo /n7 vifro da: cinética de libertacdo e permeacao dos farmacos; citotoxicidade e avaliacao reologica
apos incorporacao dos LUV nos HG.

Os nanossistemas desenvolvidos ndo demonstraram citotoxicidade; apresentaram uma elevada
capacidade de carga de TDF e permitiram que a libertacao do farmaco a partir da base semissolida fosse
mais controlada, favorecendo ainda a permeacdo do TDF encapsulado. As caracteristicas do HG apos
incorporacao dos nanossistemas mantiveram o adequado perfil pseudoplastico favoravel a

administracao.
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Development and optimization of lipid nanoformulations as anti-HIV microbicides

Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV) is an increasing global health concern, and antiretroviral-
based therapies remain, in the present days, the best treatment option. However, even though these
therapies have greatly improved life quality and expectancy of infected individuals, the development of
new preventive strategies to prematurely fight HIV infection is imperative and nanotechnology-based
systems have proven to be a promising alternative, mainly in microbicides field. The aim of this study
was to develop a topical prophylactic strategy to fight HIV/AIDS, based on the commercial formulation
Truvadae. Specifically, lipid-based colloidal systems loaded with tenofovir disoproxil fumarate (TDF) were
developed and further incorporated in carbomer-based hydrogels (HG) with emtricitabine (FTC) for vaginal
administration.

In order to evaluate the influence of nanosystems surface charge on its ability to interact with
mucin molecules, cationic, anionic and neutral large unilamellar vesicles (LUV) were characterized
regarding their size, polydispersity index (PDI) and zeta (C) potential before and after incubation with a
mucin suspension. Furthermore, LUV's effect on mucin intrinsic fluorescence and on 25 % (v/v) of mucin
HG was assessed. The following studies were carried out using zwitterionic nanosystems with different
membrane rigidity degrees, in which TDF was encapsulated by three different methodologies. A thorough
characterization of the nanosystems was carried out, including evaluation of size and PDI; C-potential;
encapsulation efficiency (EE %); and drugs biophysical effects in the nanosystem. The therapeutic
performance was also evaluated through the /n vifro study of: drug kinetics release and permeation;
cytotoxicity and rheological evaluation after incorporation of LUV into HG.

The developed nanosystems did not show cytotoxicity; it showed a high TDF loading capacity and
allowed the drug release from the semi-solid base to be more controlled, favouring the encapsulated TDF
permeation. The characteristics of HG after incorporation of the nanosystems maintained the suitable

pseudo plastic profile adequate for administration.
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1. Introducéao

1.1. Motivacéo

O VIH continua a ser um dos maiores problemas de saude publica atuais tendo vindo a ser
explorado o desenvolvimento de estratégias profilaticas, nomeadamente através do uso de microbicidas
s

Os lipossomas tém sido extensivamente estudados como sistemas de entrega tdpica de
farmacos, destacando-se as suas aplicacdes dermatologicas -2 e, mais recentemente, a administracao
destes sistemas por via genital 5. No entanto, o facto de as formulacdes lipossomais serem dispersoes
coloidais aquosas, constitui um entrave a sua aplicacdo tépica uma vez que o caracter fluido e pouco
viscoso destas formulacdes podera promover a sua expulsdo precoce e, consequentemente, um menor
tempo de retencéo do farmaco no local terapéutico. Assim, a incorporacao destes sistemas em veiculos
de maior viscosidade € uma boa alternativa, sendo que varios estudos demonstraram compatibilidade

entre os lipossomas e bases semissolidas, como por exemplo hidrogéis, a base de acido poliacrilico .

1.2. Objetivo principal e objetivos especificos

O principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizac&o e caracterizacdo de
uma estratégia profilatica topica para o combate do VIH, tendo por base a formulacdo comercial
Truvada®. Mais concretamente, desenvolveram-se sistemas coloidais lipidicos carregados com tenofovir
disoproxil fumarato que foram, posteriormente, incorporados em géis hidrofilicos com emtricitabina para
administracao vaginal.

Inicialmente, e com o intuito de desenvolver um nanossistema inovador e eficaz, foram realizados
estudos de pré-formulacao com o intuito de responder as seguintes questoes:

(i) Serdo as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos TDF e FTC adequadas para as

formulacdes propostas?

(ii) Qual a influéncia da carga superficial dos nanossistemas no seu grau de interagcdo com

a mucosa vaginal?
(iii) O tamanho dos nanossistemas sera adequado para uma  boa

mucoadesdo/mucopenetracao?
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(iv) Quais os efeitos do farmaco na estrutura membranar dos lipossomas quando o farmaco
é encapsulado?

(v) Existirdo diferencas significativas entre diferentes métodos de encapsulacao do farmaco
nos nanossistemas?

(vi) Tera o grau de fluidez/rigidez das membranas lipidicas influéncia no seu tamanho e

eficacia de encapsulacao?

Assim, apds selecdo do sistema lipidico mais promissor procedeu-se a sua incorporacdo em geis
hidrofilicos de viscosidade adequada para administracao vaginal. Desta forma, definiram-se ao longo
desta dissertacao alguns objetivos especificos, tais como:

(a) caracterizacao biofisica e fisico-quimica da formulacao desenvolvida;

(b) avaliacao da cinética de libertacao dos farmacos em condicbes /n vitro;

(c) avaliacdo da permeacdo em condicdes /i vitro;

(d) avaliacao da citotoxicidade das formulacdes desenvolvidas em linhas celulares cervicais e

endometriais;

(e) avaliacéo reoldgica dos géis desenvolvidos.
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1.3. Organizacéo da dissertacéo

A seguinte dissertacao encontra-se dividida em 4 capitulos, abaixo sumarizados.

Capitulo 1 - Estado da Arte

Neste capitulo é apresentada uma breve revisao da literatura sobre o virus da imunodeficiéncia humana
(VIH) e o sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), sendo também apresentados alguns exemplos
de trabalhos de investigacao desenvolvida nesta area. Inclui ainda uma pequena referéncia aos farmacos
antirretrovirais (ARV) como primeiro marco no combate a doenca e a sua recente implementacdo em
estratégias de carater profilatico. Por ultimo, é feita uma revisao da utilizacao de nanotransportadores

lipidicos para a entrega de ARV.

Capitulo 2 — Materiais e Métodos

Neste capitulo faz-se uma descricdo dos reagentes, materiais e metodologias experimentais utilizados,
apresentando-se uma pequena nota introdutéria sobre o fundamento de cada uma das técnicas

utilizadas.

Capitulo 3 - Resultados e Discussao

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos ao longo do trabalho experimental, assim como uma

breve discussao dos mesmos.

Capitulo 4 — Conclusdes e Perspetivas Futuras

Neste capitulo sao enumeradas as principais conclusoes obtidas no trabalho desenvolvido assim como

sugestoes de futuros ensaios a serem realizados no ambito deste projeto.
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CAPITULO 1
o

ESTADO DA ARTE
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1. O virus da imunodeficiéncia humana: uma pandemia com 38 anos

1.1. Etiologia do virus da imunodeficiéncia humana

0 virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é um lentivirus que se caracteriza por deteriorar de
forma progressiva o sistema imunitario do hospedeiro, sendo o responsavel pelo sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) 22, A infecao pelo VIH normalmente compreende trés etapas distintas:
(i) uma fase inicial de infecdo aguda que se caracteriza pelo desenvolvimento de sintomas semelhantes
aos de uma gripe, podendo ndo se chegar a manifestar; (ii) uma fase assintomatica ou de laténcia e (iii)
uma fase final em que ocorre um aumento da carga viral e o aparecimento da doenca 2. A SIDA
corresponde a Ultima e mais grave etapa de infecdo pelo VIH levando, normalmente, a uma diminuicao
dramatica no numero de células T que expressam a glicoproteina CD4. Nesta fase, o sistema imunitario
ja se encontra de tal forma debilitado que é alvo de uma série de doencas oportunistas 2=,

Apesar de a sua origem nao ser totalmente conhecida, pensa-se que o virus se desenvolveu
primordialmente no continente africano devido a infecdes zoonoticas com o virus da imunodeficiéncia
simia (VIS), presente em multiplas espécies de primatas nao-humanos . As estirpes virais VIScpz e
VISsmm, presentes em linhagens de chimpanzés comuns e na espécie Cercocebus atys respetivamente,
terdo infetado grupos de cacadores que perseguiam primatas para obtencédo de alimento e contactavam
diretamente com o seu sangue, dando origem aos dois tipos de VIH hoje conhecidos (VIH-1 e VIH-2) 2272,

Os primeiros casos de SIDA foram reportados nos Estados Unidos da América (EUA) em 1981
»% e motivaram, desde logo, grande parte da comunidade cientifica a descobrir qual seria 0 agente
responsavel por tal patologia . Dois anos mais tarde, o virus responsavel pela danificacao continua do
sistema imunitario foi isolado * e, no ano seguinte, identificado como o principal causador da SIDA -,
Desde entao, e num periodo de tempo relativamente curto, a SIDA transformou-se numa das maiores e

mais agressivas pandemias do século XXI provocando a morte de milhdes de pessoas *+.
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1.2. Epidemia do VIH/SIDA: Incidéncia global e nacional

O VIH/SIDA ¢ um dos maiores problemas de satde publica ao nivel mundial e uma das doencas
infeciosas com maior taxa de mortalidade entre os adultos =, Desde o inicio da epidemia, mais de 77
milhdes de individuos contrairam o VIH e cerca de 35 milhdes perderam a vida. Atualmente, estima-se
que 36,9 milhdes de pessoas por todo o mundo estejam infetadas com o virus (Figura 1.1) e que metade
das infecdes incidam sobre o género feminino “#. Para além disso, apenas uma fracdo da populacéo
infetada tem conhecimento do seu estado (75 %) e, desta, cerca de 79 % ja tem acesso a tratamento *.
Em 2017 o VIH causou a morte de 940 mil pessoas, o que constituiu uma reducdo de 51 % face a 2004,
e levou ao aparecimento de 1,8 milhdes de novos casos, menos 400 mil do que em 2015, tendéncia
que se tem mantido e que sugere um decréscimo anual no niumero de novas infecdes pelo virus®.
Apesar da sua distribuicdo ao nivel mundial, a incidéncia do VIH/SIDA em paises de baixo e médio
rendimento é consideravelmente superior, estimando-se que os paises da Africa Subsariana representem
67 % de todos os casos reportados »«. As Caraibas, América Latina, sul e sudeste da Asia sdo também
regides criticamente afetadas pelo VIH e, apesar das estatisticas mostrarem uma diminuicéo evidente no
numero de novos casos a serem diagnosticados, a taxa de prevaléncia do VIH/SIDA tem, de modo geral,

aumentado *.
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Figura 1.1 - Estimativa segundo o Programa Conjunto das Na¢ées Unidas para o VIH/SIDA (do inglés, 7he Joint United
Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS)) do numero total de adultos e criancas portadores do VIH no final de 2017 e a

sua distribuicdo pelas diferentes regides continentais. Adaptada de .
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Portugal continua a ser um dos paises da Europa Ocidental com maior taxa de diagnéstico anual
de novos casos VIH/SIDA +. Nos ultimos anos, e gracas a implementacdo de terapias e estratégias de
prevencao mais eficazes, esta tendéncia tem vindo a ser contrariada, assistindo-se a um decréscimo de
cerca de 73,5 % entre 2000 e 2016 “. As regides mais afetadas pela epidemia continuam a ser as
grandes areas metropolitanas, nomeadamente, Lisboa, Porto, Setubal e Faro sendo que, no que diz
respeito ao género, 0 sexo masculino é o mais predominante e representa 67 % dos 841 casos reportados
em 2016 +. Para além disso, continua a verificar-se que a transmissdo heterossexual é a responsavel
pelo maior nimero de novas infecdes, seguida de casos de relacdes homossexuais entre homens .

Apesar dos recentes avancos terapéuticos, o VIH/SIDA continua a afetar uma grande
percentagem da populacdo mundial e a constituir um grave problema de saude publica . Neste
sentido, o Programa Conjunto das Nacdes Unidas para o VIH/SIDA (do inglés, 7he Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS)) em colaboracdo com outras entidades e lideres mundiais, tem
reunido esforcos e levado a cabo uma série de iniciativas com o intuito de erradicar a epidemia até ao
final de 2030 +. Para tal, e de modo a acelerar a resposta contra o VIH/SIDA, estabeleceram-se em
dezembro de 2013 um conjunto de metas de caracter preventivo e terapéutico com a designacao “ 90-
90-90: Treatment for all' cujos objetivos sdo, até ao final de 2020, que: 90 % da populacdo seropositiva
tenha conhecimento do seu estado; 90 % dos individuos com conhecimento do seu estado tenham
acesso a terapias ARV e, por ultimo, que 0s 90 % que se encontram em regimes ARV consigam atingir a
supressao viral #. Para além disso, pretende-se ainda reduzir o nimero de novas infecdes para 500 mil
até ao final de 2020, objetivo que esta longe de ser concretizado uma vez que o decréscimo tem ocorrido
a um ritmo demasiado lento. A industria biomédica tem também disponibilizado varios recursos e
mobilizado grandes quantias financeiras no combate a esta patologia, prevendo-se que os 21 bilides de
délares investidos em 2017 aumentem para 26 bilides até ao final de 2020 «.

Dadas as estatisticas alarmantes e a grande inquietacao que tem gerado ao nivel econdmico e
social, nas ultimas décadas tém-se reunido esforcos de modo a desenvolver estratégias inovadoras de
carater preventivo, capazes de impedir a disseminacdo do virus e oferecer novas oportunidades no

combate ao VIH/SIDA s,
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1.3. Visao geral sobre o virus da imunodeficiéncia humana

1.3.1. Estrutura, genoma e modo de atuagao

Ha cerca de trés décadas, foram identificados dois tipos de um mesmo lentivirus pertencente a
familia Retroviridae, o VIH-1 e VIH-2, que viriam a estar na base de uma das doencas infeciosas mais
devastadoras da atualidade . O VIH-1 compreende quatro grupos genotipicamente distintos (M, N, O e
P) que resultaram de eventos isolados de cruzamento entre espécies =+, O grupo M, principal
responsavel pela infecdo de milhdes de pessoas em todo o mundo, foi o primeiro a ser descoberto e
encontra-se dividido em 9 subtipos: A-D, F-H, J e K . Destes, destaca-se o subtipo C por ser o mais
prevalente e incidir maioritariamente no continente africano e na india, sendo que nas Américas, Europa
Ocidental e na Australia o subtipo B é o mais predominante ., Ja os grupos N, O e P estdo restritos ao
oeste de Africa e a sua prevaléncia é consideravelmente menor do que a do grupo M 2. Paralelamente,
mas com algumas diferencas estruturais e funcionais, o VIH-2 engloba um total de 5 grupos e apresenta
uma distribuicao geografica muito mais confinada . Ambas as formas do virus sdo capazes de infetar o
ser humano, no entanto o tipo 1 é o que exibe maior viruléncia uma vez que apresenta uma progressao
clinica extremamente rapida e taxas de transmissdo mais elevadas comparativamente ao VIH-2 2,

O VIH é um agente patogénico de dimensdes nanométricas (100-150 nm), constituido por trés
elementos fundamentais: uma capsula viral associada a uma matriz proteica, uma nucleocapside e duas
cadeias simples de acido ribonucleico (RNA) que codificam os nove genes do virus . O seu genoma
(Figura 1.2) é composto por trés genes principais (gag, pol/ e eny) responsaveis pela codificacdo de
proteinas estruturais e algumas enzimas, mas também por seis genes com funcdes regulatérias (fat, rev,
nef. vit. vore vpu) ©=. Os genes estruturais sdo particularmente importantes uma vez que codificam
grupos especificos de antigénios (gag), enzimas como a transcriptase reversa (TR), integrases e proteases
(poh e ainda a gpl120 e a gp41, duas glicoproteinas presentes na membrana externa do virus, capazes
de reconhecer o recetor CD4 e os co-recetores CCR5 ou CXCR4 da membrana da célula hospedeira e

ainda promover a fusdo do virus com a célula, respetivamente (em) 22,
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Figura 1.2 - Estrutura do virus da imunodeficiéncia humana. Adaptado de 2.

Os principais alvos do VIH sdo células pertencentes ao sistema imunitario do hospedeiro, tais
como macrofagos, células T e células dendriticas, todas elas de extrema importancia por
desempenharem um papel fundamental na defesa do organismo contra diversos agentes patogénicos =.
Um elemento fundamental da composicdo estrutural da maioria das células suscetiveis ao VIH é a
expressdo a sua superficie da glicoproteina CD4 e elementos da familia de recetores de quimiocinas
transmembranares, tais como o CCR5 ou o CXCR4, que constituem requisitos necessarios para que
ocorra infecao =.

0 processo de infecao (Figura 1.3) envolve, numa primeira fase, a ligacao da glicoproteina gp120
da capsula viral ao recetor CD4 presente na membrana da célula hospedeira 2. Quando a ligacao se
encontra completamente estabelecida, a gp120 sofre uma alteracdo conformacional que permitira a sua
interacao com outros co-recetores e, dependendo do tipo de co-recetor presente na célula, os virus
podem ser categorizados como R5 ou X4, no entanto a maioria das infecdes derivam de virus do tipo Rb
=, Posteriormente, e como resultado da interacao entre a glicoproteina e o co-recetor, a gp41 fica exposta
promovendo a fusdo do virus com a membrana celular do hospedeiro ». Por ultimo, os conteudos
presentes no nucleo viral do VIH sao libertados e dispersos no citoplasma da célula hospedeira,
ocorrendo a conversao do RNA em acido desoxirribonucleico (DNA) por intermédio da TR 24, O processo

de infecdo termina quando o DNA viral é incorporado no genoma do hospedeiro, passando este a ser
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capaz de produzir virides que irdo infetar novas células hospedeiras, propagando a infecéo e, nesta fase,

a infecao torna-se irreversivel 2%,

VIH
o _ gp120
Clpske _ goa1 CélulaCD4
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RNA doVIH
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Figura 1.3 - Etapas do ciclo de vida do VIH. (1) Fusao do virus com a superficie do hospedeiro; (2) Entrada do RNA viral, TR,
integrases e outras proteinas no seu interior; (3) Formacao do DNA viral por intermédio da TR; (4) DNA viral é transportado
para o nucleo e integrado no genoma do hospedeiro; (5) Novo material viral € clivado e agregado pela protease ocorrendo
migracao do novo RNA viral e das proteinas para a superficie da célula, formando-se um VIH novo e imaturo; (6) Maturacao

do virus por acéo de proteases que libertam virides individuais de VIH. Adaptada de -.

1.3.2. Vias de transmissao: um destaque a transmissao sexual

O VIH esta presente em diversos fluidos corporais tais como o sangue, sémen, fluidos vaginais
e pré-ejaculatorios, liquido cefalorraquidiano e leite materno, sendo que grande parte deles podem ser
potenciais fontes de transmissdo #. Neste sentido, o ser humano pode contrair o virus por diferentes
vias, sendo as mais comuns a via parentérica ou percutanea através da troca de agulhas contaminadas
entre toxicodependentes, transfusdes de sangue contaminado ou exposicao direta de fluidos corporais a
feridas abertas ou membranas mucosas € a via de transmissao mae-filho durante a gravidez, o parto ou
a amamentacao 2=, No entanto, é a via sexual que continua a registar as maiores taxas de transmissao
pelo que se torna imperativo compreender os mecanismos subjacentes a este modo de infecéo quando
se consideram os microbicidas como estratégia de prevencao o=,

Normalmente, o processo de transmissao viral de homens para mulheres (Figura 1.4) inicia-se
apos ejaculacao e deposicao do virus no lumen vaginal na forma livre ou associado a estruturas celulares

(e.g. macrodfagos) °». O sémen, para além de ser um importante transportador natural do VIH, é
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constituido por fibrilas amiloides que conferem protecdo ao virus e, simultaneamente, potenciam o
processo de infecdo na medida em que estimulam o epitélio cérvico-vaginal a produzir quimiocinas e
citocinas pré-inflamatérias que levardo a um aumento no nimero de células alvo do VIH, facilitando a

sua ligacao as mesmas *.

CélulaT CD4*
3a
—>  —
Célula Dendritica
3b VIH
VIH | & .-
1 % 2 5 * 6
' N — W ... >
Célulade
Langerhans *
3¢ Nodulo Linfatico
Leucécito & CélulaT CD4* Regjonal
infetadocom Macrtago
VIH
3d
Lamen Muco Epiélio Sub-Epitlio

Figura 1.4 - Representacado grafica dos principais eventos inerentes a transmissdo sexual do VIH. (1) deposicdo do VIH no
limen cérvico-vaginal ou colorretal na sua forma livre ou associado a leucocitos; (2) o VIH tem de enfrentar a barreira de
muco para atingir o epitélio vaginal; (3) o VIH pode atravessar a barreira epitelial por diversos mecanismos: (3a) infecao de
células T CD4* intraepiteliais ou outros leucocitos; (3b) captura de particulas virais pelas células de Langerhans que auxiliam
na sua passagem para o sub-epitélio sem que ocorra infecao celular; (3c) passagem direta através de falhas no epitélio
derivadas de microtraumas, infecoes ou inflamacoes vaginais e (3d) passagem direta através do epitélio; (4) apds chegada
ao sub-epitélio, o VIH pode infetar células suscetiveis tais como células dendriticas, células T CD4* ou macrofagos; (5) Células
T CD4* promovem a amplificacdo local do virus e (6) Migracdo do virus para os nodulos linfaticos na sua forma livre ou

associada sendo a infecdo posteriormente propagada antes de atingir a circulacao sistémica. Adaptado de *.

Uma vez no lumen vaginal e de modo a ser distribuido sistemicamente, o VIH necessita de
enfrentar duas barreiras distintas: numa primeira fase a barreira de muco cérvico-vaginal e,
posteriormente, a barreira epitelial °. A mucosa vaginal & uma barreira fisica e quimica de extrema
importancia que atua como primeira linha de defesa contra diversos agentes patogénicos,
nomeadamente, o VIH ==, O seu ambiente naturalmente rico em agentes com atividade antiviral (e.g.
acido latico, quimiocinas, citocinas, anticorpos) aliado as suas propriedades acidicas (pH entre 3,5-4,5),

resultantes da producao constante de acido lactico pelos lactobacilos, tornam a migracao através desta
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barreira numa tarefa ardua, promovendo assim a defesa contra a infecdo viral #. Para além disso, a
mucosa vaginal conta ainda com uma densa rede de mucina e com a presenca de fluidos externos que
poderao também contribuir como uma barreira na defesa contra a transmissao viral .

No que diz respeito a camada epitelial, esta destaca-se como o principal entrave a penetracao
do VIH uma vez que, se o epitélio vaginal e ectocervical pavimentoso estratificado se encontrarem
intactos, a entrada do VIH sera pouco provavel e muito limitada 4. Existem, no entanto, diferentes
mecanismos pelos quais o VIH é capaz de atravessar este epitélio: a) os virides livres conseguem penetrar
até determinada profundidade, o que podera ser suficiente para infetarem algumas células alvo
intraepiteliais, tais como células de Langerhans ou células T CD4* que completardo o transporte
transepitelial do VIH; b) existéncia de microtraumas, inflamacdes ou infecdes vaginais que promovem o
estreitamento do epitélio ou destruicao da camada mucosa, facilitando o transporte transepitelial do VIH;
c) passagem direta através do epitélio, dificilmente observavel quando este se encontra integro, mas
comum no epitélio colunar endocervical e colorretal o250,

Apds a infecao inicial, os virides ou células infetadas dirigem-se para os nédulos linfaticos
regionais onde ocorrera uma amplificacao do virus em células T naive que, por sua vez, promoverao a
rapida propagacao da infecao viral até aos drgaos linfaticos onde o virus sera continuamente replicado

até atingir a circulacao sistémica °.

1.3.3. Locais de laténcia do virus da imunodeficiéncia humana

O combate ao VIH continua a ser um dos maiores desafios da atualidade médica e tal deve-se,
em boa parte, a capacidade que este possui de se camuflar e permanecer no corpo humano ¢. Esta
habilidade advém da existéncia no organismo do hospedeiro de determinados locais que funcionam
como reservatorios ou locais de laténcia viral ». Estes locais albergam provirus de VIH quiescentes, isto
€, 0 genoma viral encontra-se integrado no DNA da célula hospedeira garantindo que, aquando da
replicacao, o virus continua a propagar-se *%, Estes reservatorios, que podem ser do tipo celular ou
anatomico (extensivo a tecidos ou orgdos), protegem o virus de respostas imunoldgicas, do efeito dos

ARV e ainda da sua eliminacao por vias bioldgicas, tornando a sua erradicacao impossivel .

Locais de laténcia celulares

Varias linhas celulares foram propostas como potenciais reservatorios de provirus de VIH, no
entanto so algumas foram reconhecidas como tal: células T CD4* em repouso, macrofagos e células

dendriticas foliculares =, Todas estas células apresentam mecanismos de resisténcia a diversos ARV,
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nomeadamente através de proteinas de membrana como a glicoproteina-P que promovem o efluxo dos
farmacos, prevenindo que estes atinjam concentracdes terapéuticas nestes locais . Além disso, estes
reservatorios celulares permitem que o virus se mantenha num estado latente que propicia a sua
permanéncia no organismo por longos periodos de tempo 2.

As células T CD4* sdao um importante alvo do VIH e quando o virus penetra nestas células,
integra o seu DNA complementar (cDNA) no genoma celular passando a ser replicado quando ocorre a
replicacao celular =. Tal resulta na producdo de um grande numero de particulas virais causando,
eventualmente, a morte das células hospedeiras =. Quando comparadas as células T CD4*, os
macrofagos sao de particular relevancia na patogénese da infecao viral, uma vez que apresentam um
tempo médio de vida superior, assim como maior resisténcia face aos efeitos citopaticos virais . Sao
estas propriedades chave dos macrofagos que possibilitam a continua replicacao do VIH nas fases finais
de infecdo, quando ja grande parte das células T CD4* foram eliminadas . Para além disso, os
macrofagos tém a capacidade de transportar o VIH disseminando a infecdo viral ao nivel do sistema

nernvoso central (SNC) st

Locais de laténcia anatomicos

Os principais reservatorios anatomicos que albergam células infetadas com o VIH séo os 6rgaos
linfaticos, nomeadamente os nodulos linfaticos, baco e tecidos linfaticos associados aos intestinos, o
SNC e os pulmdes =¢. Os o6rgdos linfaticos sdo compostos, maioritariamente, por células altamente
suscetiveis a infecdo pelo virus, estando também envolvidos no processo de circulacdo e producdo de
linfécitos, fatores que contribuem para que o sistema linfatico se destague como o maior reservatério
anatomico do VIH =. Estes locais sdo frequentemente designados como santuarios virais devido a
dificuldade inerente que os ARV tém de atingir estes 6rgdos devido a existéncia de barreiras biologicas,
mas também pela capacidade que estes locais tém de manterem o virus na sua forma latente, fatores
gue contribuem para a persisténcia viral .

0 SNC também se evidencia como um dos reservatorios de maior importancia o que se deve,
em boa parte, a barreira hematoencefalica (BHE) que apresenta uma permeabilidade altamente seletiva
limitando extensivamente a passagem de potenciais compostos neurotoxicos para o cérebro 5, Desta
forma, as concentracbes de farmaco que conseguem penetrar esta barreira sdo muito reduzidas,

permitindo que o virus se continue a replicar livremente 2,
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2. Antirretrovirais como o primeiro marco no combate ao VIH/SIDA

2.1. Classificacao dos farmacos antirretrovirais

O isolamento e posterior reconhecimento do VIH como o principal agente responsavel pelo
aparecimento da SIDA foram eventos chave que estiveram na base de uma das maiores conquistas
médicas da atualidade . Rapidamente se comecaram a assistir a progressos significativos que
permitiram uma caracterizacao detalhada do virus e do seu ciclo de vida assim como uma melhor
compreensao dos mecanismos subjacentes ao seu modo de acao <. Neste sentido, tornou-se possivel
identificar novos alvos farmacolodgicos altamente especificos no ciclo de vida do VIH que permitiram o
desenvolvimento dos primeiros farmacos que viriam revolucionar a histéria do VIH/SIDA =,

Nos tempos primordiais da epidemia nao existia qualquer esperanca apos o diagndstico da
doenca. No espaco de semanas ou alguns meses, o individuo era alvo de uma série de cancros e outras
doencas oportunistas que acabariam por ser fatais . Em 1987, a zidovudina foi aprovada como o
primeiro ARV para uso terapéutico. Desde entao, e num curto espaco de tempo, mais 5 classes de ARV
foram desenvolvidas e, até aos dias de hoje, 40 medicamentos foram aprovados e disponibilizados no
mercado pela Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos (do inglés, Food and Drug
Administration (FDA)) para o tratamento clinico do VIH/SIDA «. Os farmacos existentes podem ser
classificados de acordo com o local de atuacéo e o seu alvo . Quanto ao seu local de atuacéo, podem
atuar ao nivel extracelular na mucosa ou limen vaginal e/ou colorretal ou ao nivel intracelular nas células
do sistema imunitario suscetiveis ao virus . Consoante o alvo, os ARV podem ser agrupados em seis
categorias (Tabela 1.1): nucledsidos analogos inibidores da TR, n&o-nucledsidos inibidores da TR,

inibidores da integrase, inibidores da protease, inibidores de entrada celular e inibidores de fusao »zo,

42



Tabela 1.1 - Classes dos antirretrovirais consoante o seu alvo e mecanismo de acéo.

Farmacos e algumas

Categoria Mecanismo de ac¢éo o
associagdes comuns

Inibicdo da TR. Interferem com a sua
Nao-nucleosidos inibidores  conformacao original ao ligarem-se a locais
da TR (NNITR) muito proximos (=10 A) do local de ligacdo

do substrato da enzima. 772

EFV; RPV; ETR; NVP; DLV

3TC; ABC; AZT; d4T; ddl;
ddl EC; ddC (F.M.); FTC;
TDF; 3TC+AZT; ABC+3TC;
ABC+AZT+3TC; TDF+FTC

Nucledsidos/Nucledtidos  Inibicdo da TR. Atuam tipicamente
inibidores da TR alongando a cadeia do cDNA, prevenindo a
(NITR/NtITR) formacao do DNA proviral. 72

Inibicdo da integrase viral. Impedem a
Inibidores da integrase (Il)  incorporacéo de cadeias de DNA proviral do RAL; DTG; EVG
VIH no genoma da célula hospedeira 772,

Inibicdo da protease viral. Imped
c|'| fem “ :lr . V:)rte,nasmp.eaz me: APV (F.M.); TPV; IDV; SQV

v u roteinas virai
Infbidores da protease (IF matl:gra 30 dof viric")eps resultando em (F.M.); SQVm; RTV; DRV;
. ' FPV: NFV: ATV: LPV+RTV

particulas nao virais 72,

Inibicio do corecetor CCR5 e da
glicoproteina gpl20. Estabelecem uma
ligacdo alostérica ao co-recetor CCR5,
Inibidores de entrada (IE)  impedindo a sua interacdo com a MvC
glicoproteina gp120 da capsula viral, que ¢
necessaria para a entrada do VIH na célula

71,72

Inibicdo da glicoproteina gp4l. Interferem
com a ligacao, fusdo e entrada celular do
Inibidores de fuséo (IF) VIH pois impedem que a gp41 fique exposta ENF
e promova a fusdo do virus com a
membrana da célula hospedeira 7.

Abreviaturas: 3TC, lamivudina; ABC, abacavir; APV, amprenavir; ATV, mesilato de atazanavir; AZT, zidovudina; d4T,
estavudina; ddC, zalcitabina; ddl, didanosina; ddl EC, didanosina revestida entericamente; DLV, delavirdina; DRV, darunavir;
DTG, dolutegravir; EFV, efavirenz; ENF, enfuvirtida, ETR, etravirina; EVG, elvitegravir; F.M., fora do mercado; FPV,
fosamprenavir: FTC, emtricitabina; IDV, indinavir; LPV, lopinavir; MVC, maraviroc; NFV, mesilato de nelfinavir; NPV, nevirapina;
RAL, raltegravir; RPV, rilpivirina; RTV, ritonavir; SQV, saquinavir; SQVm, mesilato de saquinavir; TDF, tenofovir disoproxil

fumarato; TPV, tipranavir.
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2.2. Terapias classicas no combate a pandemia VIH/SIDA

Atualmente, as terapias a base de antirretrovirais continuam a ser a melhor opcdo no combate
a pandemia VIH/SIDA uma vez que proporcionam uma supressao viral mais prolongada e,
consequentemente, menores taxas de mortalidade “7, Desde a sua introducao no panorama clinico no
final da década de 80 e inicio de 90, estes farmacos melhoraram a qualidade de vida dos doentes e
aumentaram significativamente a sua esperanca média de vida .

Inicialmente, os tratamentos de combate ao VIH/SIDA apostaram em regimes Unicos com
apenas um tipo de ARV na sua constituicdo, contudo rapidamente se desenvolveram mecanismos de
resisténcia a estas terapias o que motivou a adocao da terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART do
inglés, highly active antiretroviral therapy) que consiste em estratégias mais potentes que envolvem a
administracdo simultanea de trés ou mais classes diferentes de farmacos ==, Apesar de ter alcancado
resultados promissores, sobretudo em paises em desenvolvimento, este tipo de abordagem continua a
gerar algumas questdes pertinentes e 0 seu sucesso varia em funcao de multiplos fatores tais como: as
terapias multi-regime prolongam-se por largos periodos de tempo e podem levar a manifestacdo de
alguns efeitos adversos, mas podem também promover o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
aos ARV o que se traduz pela incapacidade de uma supressao viral efetiva devido a dificuldade em manter
niveis constantes de farmaco, sobretudo nos reservatorios virais *7. Para além disto, a baixa adesdo e
toma descuidada do paciente, os elevados custos associados, as interacdes entre farmacos e problemas
farmacocinéticos também contribuem para o insucesso desta terapia 275,

Surge assim a necessidade de procurar alternativas inovadoras capazes de contornar os
problemas inerentes a administracdo oral de farmacos. Desde que Macht 7 demonstrou, em 1918, a
capacidade de absorcdo sistémica de farmacos pela vagina que esta via de administracdo tem sido
extremamente explorada 7. A vagina apresenta uma densa rede de vasos sanguineos que, a par com a
sua camada de muco, a tornam uma excelente via de administracéo quer para aplicacao sistémica ou
local . Para além disso, o facto de contornar o metabolismo pré-sistémico e permitir a auto-
administracdo de farmacos de forma continua durante semanas ou até meses com uma Unica aplicacao
sao propriedades altamente vantajosas .

Por outro lado, e numa perspetiva profilatica, tem-se dado particular destaque a estratégias de
carater preventivo uma vez que o controlo antecipado da doenca é crucial para a diminuicao da sua
incidéncia ao nivel global @=#,  Algumas alternativas ja se encontram disponiveis tais como: a
implementacao de programas educacionais ou de troca de agulhas; a utilizacdo adequada do
preservativo; a circuncisao masculina ou o uso de ARV como medida de prevencdo da transmissdo do
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virus de maes para filhos »7#2, No entanto, apesar da circuncisao ou o uso do preservativo apresentarem
eficacias razoaveis (50 e 98 %, respetivamente), em regides onde a incidéncia do VIH é elevada apenas
uma pequena fracao da populacao tem acesso a estas opcdes devido a questdes socioculturais =. Face
a estes obstaculos, novas alternativas de pré-exposicao profilatica tém sido desenvolvidas de forma
intensiva, especialmente no campo dos microbicidas #.

Atualmente, uma das estratégias terapéuticas mais utilizadas quer no tratamento quer na
prevencao profilatica da infecdo é a formulacdo comercial Truvada®, selecionada para a presente
dissertacdo. O Truvada® é uma combinacao oral de dois farmacos em dose fixa, a emtricitabina (200
mg) e o tenofovir disoproxil fumarato (300 mg) =. A combinacao esta indicada, desde 2004, para uso
terapéutico com outros ARV em adultos e criancas com pelo menos 17 kg ou como estratégia de pré-
exposicao profilatica em adultos e adolescentes com um peso igual ou superior a 35 kg ®, tendo esta
sido apenas aprovada em julho de 2012 nos EUA = e em julho de 2016 na Europa . Atualmente, o
Truvada® é a Unica formulacdo no mercado recomendada pela FDA como estratégia de pré-exposicao
profilatica para individuos em risco iminente de adquirir a doenca. Em Setembro de 2015, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) passa a recomendar regimes a base de TFV como uma estratégia de prevencao
adicional para individuos em elevado risco de infecdo pelo VIH #.

A emtricitabina (CsHiFN:O:S), é o principio ativo da formulacdo comercial Emtriva®. E um po
branco que pertence a classe dos nucledsidos analogos inibidores da TR sendo reconhecido pela sua
forte atividade antiviral contra o VIH-1 =. Este fArmaco de pequenas dimensdes apresenta uma massa
molecular de 247,24 g/mol e uma solubilidade em agua de 112 mg/mL, exibindo propriedades
hidrofilicas que garantem a sua excelente solubilizacdo em ambientes aquosos ®. De modo a
desempenhar a sua funcdo e garantir a inibicdo da TR, este nucledsido analogo de citidina sofre, numa
fase inicial, uma fosforilacdo por intermédio de enzimas celulares que leva a formacao do composto ativo
emtricitabina 5'-trifosfato. Sob esta forma, a emtricitabina 5'-trifosfato ird competir com substratos
naturais (e.g. desoxicitidina 5'-trifosfato) da TR e inibir esta enzima. A emtricitabina 5'-trifosfato é
incorporada a nascente do DNA viral o que resulta na terminacdo precoce da cadeia e consequente
interrupcao da replicacao viral 2,

0O tenofovir disoproxil fumarato (CisHxNsOP ® C:H.0.), é o principio ativo da formulacao comercial
Viread ®, um pré-farmaco do tenofovir e um nucledsido aciclico analogo da adenosina monofosfato com
atividade antiviral contra o VIH-1, VIH-2 e outros virus da familia hepadnavirus . Morfologicamente
apresenta-se na forma de pequenos cristais brancos e finos, exibindo uma massa molecular igual a

635,52 g/mol, uma ligeira solubilidade em agua (13,4 mg/mL) e uma lipofilia moderada (logP=1,25) .
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Tipicamente a administracdo do TDF é feita por via oral e até atingir o seu alvo na conformacao ativa, o
TDF passa por um conjunto de modificacdes estruturais no organismo de modo a que ocorra inibicao da
TR. Inicialmente, o farmaco sofre uma hidrolise através das esterases fisiolégicas que causam a perda
dos dois grupos éster da molécula e promovem a sua rapida conversao em tenofovir que ira, numa fase
posterior, ser metabolizado e formar o composto ativo tenofovir difosfato. O tenofovir difosfato define-se
como um inibidor competitivo do substrato natural desoxiadenosina 5'-trifosfato (dATP) e, em
semelhanca ao que acontece com a emtricitabina, o tenofovir difosfato ndo possui o grupo hidroxilo no
carbono 3’ da sua desoxirribose pelo que a ligacao fosfodiéster de 5’-3' com o desoxinucledtido seguinte
ndo é formada e a elongacéo da cadeia de DNA é interrompida. A incorporacao do tenofovir difosfato na
cadeia de DNA resulta na terminacao precoce da sua transcricao e consequente suspensao da replicacao

viral se09,

3. Emergéncia de estratégias de pré-exposicéo profilatica

Atualmente, as estratégias de prevencao tém atraido particular atencdo e promovido a crescente
interdisciplinaridade entre grupos com o objetivo de retardar a expansao da epidemia VIH/SIDA e arranjar
ferramentas de controlo precoce do processo de infecdo . Ao longo dos anos, as vacinas tém-se afirmado
como eficazes agentes de combate contra uma vasta gama de doencas infeciosas, contudo o
desenvolvimento de uma vacina segura e efetiva contra o VIH continua a ser uma meta dificil de atingir
48’72‘92.

Neste sentido, as estratégias orais de pré-exposicao profilatica (PrEP) tém sido largamente
utilizadas na prevencao da infecdo pelo VIH e, ao contrario da terapia, tm como publico alvo individuos
ndo infetados com o virus, mas que se encontram em ambientes e situacdes de risco, estando em perigo
iminente de contrair infecdo por este virus ®. Medidas de PrEP por administracao oral e tdpica tém
demonstrado o seu potencial profilatico e capacidade protetora, constituindo estratégias mais proximas

€ equiparaveis a uma vacina s,

3.1. Pré-exposicao profilatica oral

Nos dias de hoje, a administracdo de farmacos por via oral continua a ser a mais popular entre
as diferentes faixas etarias uma vez que se caracteriza por ser de facil utilizacéo, nao invasiva, indolor,
monetariamente acessivel e por, consequentemente, possuir maiores taxas de adesao ao tratamento 2,

Apesar de apresentar um conjunto de vantagens evidentes, a administracao de farmacos por via oral
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depara-se com inumeras barreiras e desafios, sendo o trato gastrointestinal o que oferece maior

dificuldade .
3.1.1. Trato gastrointestinal: uma barreira a administracao oral de farmacos

A administracado oral de farmacos pressupde um elevado conhecimento e compreensdo das
condicdes que o composto bioativo tera de enfrentar durante o seu trajeto, desde a boca até ao local de
absorcao *.

A interacdo dos farmacos com o trato gastrointestinal inicia-se na mucosa oral e, no caso
particular dos ARV, os maiores obstaculos encontrados a este nivel consistem em problemas galénicos,
tais como o paladar desagradavel que apresentam *. Mais concretamente, as formulacdes liquidas de
ARV, normalmente desenvolvidas para tratamento pediatrico ou geriatrico, séo as que evidenciam mais
este problema, o que acaba por ter repercussdes no bem-estar dos pacientes e promover uma menor
adesdo aos regimes terapéuticos *. Numa fase posterior, os ARV migram para o estdbmago onde ficam
expostos a um ambiente extremamente acidico capaz de induzir a rapida degradacdo dos farmacos .
Tal, leva a uma reducao consideravel da concentracao de substancia ativa no local alvo *. Por ultimo, e
tendo em conta que grande parte dos farmacos sdo absorvidos no intestino delgado, é impreterivel que
possuam uma boa solubilidade em ambientes aquosos. No entanto, a maior parte dos ARV existentes no
mercado sdo pouco soluveis, apresentam um tempo de vida relativamente curto e tém dificuldade em

atravessar a mucosa intestinal cuja constituicao varia grandemente ao longo do trato gastrointestinal «.

3.1.2. Ensaios clinicos e disponibilidade no mercado de medidas de pré-exposicao

profilatica oral

Até a data foram conduzidos varios ensaios clinicos com o objetivo de testar a eficiéncia de
diferentes formulacbes orais na prevencao da transmissao do VIH, estando os mais relevantes
sintetizados na Tabela 1.2.

O ensaio iPrEX avaliou a eficacia da administracdo oral diaria de Truvada® na prevencao da
infecdo do VIH em homens homossexuais e mulheres transgénero, verificando-se a reducado na
probabilidade de aquisicdo do virus em 44 % quando comparado com a formulacao placebo %< Neste
estudo, 93 % dos participantes afirmaram ter tomado os comprimidos corretamente, mas o que pode
ser confirmado apos analise sanguinea do teor dos farmacos foi que, na realidade, se verificou apenas

51 % de adesao a terapéutica. Apos algumas projecdes pensa-se que, se todos os individuos tivessem
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feito a toma correta da medicacao, a eficacia do tratamento seria aproximadamente 92 %. Um outro
ensaio, IPERGAY, teve como grupo de estudo homens homossexuais com praticas de sexo anal

desprotegido e assistiu a uma reducao de 86 % no risco de adquirir o virus face ao grupo placebo .

Tabela 1.2 - Ensaios clinicos para a avaliacdo de novas estratégias de PrEP oral. Adaptada de »

Ensaio Regime Grupo Intervencéo Eficacia Ref.

. 96
T homossexuais

iPrEX Dirio Truvada® 44 %

@ transgénero o7

Viread® (300 mg) 67 %
Partners PrEP Diario Casais serodiscordantes 100
Truvada® 75 %
Casais heterossexuais nao-
TDF2 Diario Truvada® 62,2 % 101
infetados
BTS Diario Toxicodependetes Viread® (300 mg) 489 % 102
FEM-PrEP Diario Q@ VIH-negativas Truvada® S.D. 103
Viread® (300 mg)
VOICE Diario @ VIH-negativas Truvada® S.D. 104
Gel VG (1 % TNF)
Antes e
IPERGAY d Homossexuais Truvada® 86 % %
apos sexo

Abreviaturas: S.D., sem diferencas; TNF, tenofovir; VG, vaginal.

Noutros ensaios com casais heterossexuais serodiscordantes (Partners PrEP) @, ndo-infetados
(TDF2) © ou em individuos toxicodependentes (BTS) ', houve uma clara diminuicdo no risco de
contracao do virus em 67-75 %, 62,2 % e 48,9 %, respetivamente. No entanto, nem todos os testes se
mostraram bem-sucedidos e verificou-se que a ingestao diaria de Truvada® no ensaio FEM-PrEP = e de
Viread®, Truvada® ou, até mesmo, a aplicacdo de um gel vaginal com tenofovir no VOICE * nao
demonstraram qualquer efeito na reducéo da aquisicao do VIH, acabando por ser cancelados. Mais tarde,
e apos colheitas de sangue dos individuos em estudo, verificou-se que nao existiam indicios dos farmacos

0 que provou a falta de adesao a terapéutica e consequente fracasso da intervencao profilatica.
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3.2. Pré-exposicao profilatica topica

A PrEP por via tdpica tem-se focado, maioritariamente, no desenvolvimento e otimizacao de
microbicidas. |[dealmente, os microbicidas sao produtos capazes de reduzir ou inibir a transmissao sexual
do VIH quando aplicados topicamente na mucosa vaginal e/ou retal e podem ser encontrados na forma
farmacéutica de cremes, géis, capsulas, filmes, 6vulos, esponjas, anéis ou comprimidos vaginais sz,
Em funcdo da estrutura na qual estao inseridos, estes agentes podem ser aplicados antes e/ou depois
do ato sexual, diariamente ou por longos periodos de tempo .

Até a data, foram testados diferentes compostos como potenciais agentes anti-VIH e
categorizados como microbicidas de primeira ou segunda geracao . A primeira geracao inclui
compostos com atividade antiviral inespecifica que se mostraram incapazes de prevenir a transmissao
do VIH em humanos, chegando mesmo a aumentar as taxas de transmissao pois causariam a irritacao
e desintegracao da barreira epitelial 7, Dentro destes, destacam-se trés grupos principais de
microbicidas: os surfactantes (nonoxynol-9 (N-9)), os polianides (Carrageenan; Ushercell; sulfonato de
naftaleno (PRO2000)) e os agentes de tamponamento acido (BufferGel). Ja a segunda geracdo é
constituida por ARV potentes e extremamente especificos que atuam em etapas cruciais do ciclo de vida
do VIH, sendo extensivamente estudados para administracao vaginal e/ou retal 7172105,

Uma das principais vantagens dos microbicidas € que, por serem de aplicacdo tdpica, sao
colocados diretamente em superficies expostas ao virus e proporcionam concentracdes locais de farmaco
mais elevadas s, Com esta estratégia, o risco de ocorrer exposicao sistémica ¢ significativamente menor
e, consequentemente, a possibilidade de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia em individuos
saudaveis mas em risco iminente de contrair o virus é reduzida . Para além disto, outros aspetos como
a adesao do paciente a terapéutica, o acesso e custo do produto, e ainda a capacidade de ultrapassar
questdes socioculturais que surgem em certos paises em desenvolvimento sao algumas vantagens
inerentes a utilizacdo de microbicidas . Neste sentido, e tendo em conta todos estes fatores, os
microbicidas sdo ainda uma boa alternativa as medidas de PrEP por via oral pois conseguem contornar
0s principais obstaculos inerentes a esta via de administracao ao reduzirem os efeitos adversos dos ARV
no trato gastrointestinal e evitarem problemas farmacocinéticos como por exemplo o metabolismo pré-
sistémico 21, No entanto, a aplicacdo de microbicidas no ambito de uma PrEP tdpica pressupde um
conhecimento prévio e alargado da anatomia e fisiologia vaginal e rectal, em particular da barreira
mucosa que pode constituir uma barreira importante a este tipo de administracao .

Recentemente, foi apresentada uma prova de conceito relativa ao uso de microbicidas como
estratégia de PrEP por administracdo tdpica. Esta prova de conceito consistiu no ensaio clinico CAPRISA
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004 o, realizado entre Maio de 2007 e Marco de 2010, que visava a administracdo vaginal de um gel
placebo ou um gel com 1 % de tenofovir. Neste estudo, adotou-se o regime BAT-24 (do inglés before and
after sex) que se baseou na aplicacdo de uma primeira dose do gel 12 horas antes e uma segunda dose
12 horas depois da relacao sexual. A eficacia deste tipo de abordagens ficou comprovada ao demonstrar-
se que a utilizacdo do gel composto por 1 % de tenofovir em mulheres heterossexuais foi 39 % mais
eficiente que um gel placebo. Para além disto, em participantes que mostraram grande adesao ao
produto, verificou-se um aumento de cerca de 54 % na protecdo contra a infecéo pelo VIH. No entanto,
0s ensaios posteriores VOICE ©+ e FACTS 001 1 foram incapazes de mostrar a eficacia de outros géis
com a mesma concentracdo de tenofovir quando aplicados diariamente ou perto do ato sexual, em parte
devido a pouca adesao ao tratamento.

Outros métodos de entrega mais prolongada de ARV tém sido investigados como alternativa a
aplicacao diaria ou dependente do coito. Dois estudos recentes (ASPIRE 2 e Ring Study '5) mostraram
que a aplicacdo mensal de um anel vaginal contendo dapivirina reduziu a incidéncia do VIH em 27 % e

31 %, respetivamente (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 - Ensaios clinicos de estratégias de PrEP topica. Adaptada de «

Ensaio Regime Grupo Intervencao Eficacia  Ref.
CAPRISA  Antes e apés o ato ? 110
heterossexuais em Gel VG (1 % TNF) 39 %
004 sexual :
alto risco
Diariamente oral e Q Viread® (300 me]
VOICE vaginal heterossexuais em Truvada® S.D. 104
alto risco Gel VG (1 % TNF)
Q@
Fggs Pericoital heterossexuais em Gel VG (1% TNF) S.D. 111
alto risco
Q@
ASPIRE Mensalmente heterossexuais em Anel VG (25 mg DPV) 27 % 112
alto risco
? Anel VG (25 mg DPV) vs. 113
Ring Study Mensalmente heterossexuais em 30,7 %

: Anel VG placebo
alto risco

Abreviaturas: DPV, dapivirina; S.D., sem diferencas; TNF, tenofovir; VG, vaginal.
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4. Nanomedicina na prevencao do VIH/SIDA

Apesar de ndo existir uma definicdo universal, a nanotecnologia refere-se a compreensao,
controlo e restruturacdo da matéria na escala nanométrica (1-100 nm) de modo a obter materiais
inovadores com propriedades e funcdes Unicas 4. A combinacdo da nanotecnologia com a medicina,
nanomedicina, possibilitou o desenvolvimento de novas estratégias tanto no diagnostico e monitorizacao
como a nivel terapéutico, prevendo-se que até 2025 este mercado atinja os 350,8 bilides de dolares 1.

Neste contexto, compreende-se que o desenvolvimento de nanossistemas para veiculacao de
ARV seja altamente vantajoso uma vez que permitem uma maior protecdo dos farmacos tendo em conta
gue o ambiente vaginal apresenta baixos valores de pH (3,5-4,5) e enzimas que poderdo comprometer
a sua atividade terapéutica 1¢. Para além disso, a possibilidade de modulacao do perfil de libertacédo do
farmaco assim como o seu direcionamento especifico através, por exemplo, da funcionalizacdo da
superficie dos nanossistemas sdo também propriedades extremamente importantes proporcionadas pela
nanomedicina *s2. Por ultimo, 0os nanossistemas poderao aumentar a permanéncia dos farmacos no canal
vaginal por adesdo ao muco ou por penetracao nesta camada, aspetos que serao desenvolvidos no ponto
4.2.

Existe assim um grande conjunto de transportadores que se podem utilizar na veiculacdo de
farmacos, dando-se, nesta dissertacéo, especial destaque aos nanossistemas lipidicos, pelas vantagens

gue na seccao seguinte se enumeram 17,

4.1. Nanossistemas lipidicos para a veiculacdo e entrega de farmacos: o caso particular

dos lipossomas

Nas ultimas décadas, os nanossistemas lipidicos atrairam grande atencdo como possiveis
sistemas de transporte de farmacos devido a sua versatilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade,
mas também pela mimetizacdo do ambiente lipidico natural . Para além disso, a superficie dos
nanossistemas lipidicos é facilmente funcionalizada, o seu tamanho ¢ controlavel e o seu carater anfifilico
permite 0 encapsulamento de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos, aumentando a sua solubilidade em
Meios aquosos ou a sua permeabilidade através de membranas lipidicas .

Séo varios os tipos de nanotransportadores lipidicos utilizados para fins terapéuticos, sendo de

particular relevancia os lipossomas, micelas, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoemulsbées e 0s
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etossomas. Na Tabela 1.4 encontram-se sumarizados os estudos em que se utilizaram este tipo de

sistemas para o transporte de ARV e o0s principais objetivos alcancados.

Tabela 1.4 - Sumario dos sistemas de transporte lipidicos utilizados na entrega de farmacos antiretrovirais e os principais

objetivos alcancados.

NTs Farmaco veiculado  Principais outcomes Ref.
. o 1 tempo residéncia no SNC 120
Lipossomas (1990) Zalcitabina _ B
1 libertacdo controlada
' atividade contra a SIDA
Lipossomas Zidovudina T d ' 121,122
(1991/92) | toxicidade na medula déssea
1 biodisponibilidade
Lipossomas (1994) Didanosina | libertacéo para a circulagéo sistémica 123
| eficacia no combate ao virus do que ddl livre
Lipossomas (1995) Zalcitabina 1 internalizacao nos macrofagos 124
Melhor perfil farmacocinético
Lipossomas (1996) Didanosina 1 direcionamento para reservatorios virais 125
1 biodisponibilidade
Lipossomas (2000) Estavudina 1 up{‘a{fe maximo, de lipossomas contendo DPPC em 126
mondcitos/ macréfagos
L (2003) Indinayi 1 n° células T CD4 127
ipossomas ndinavir
P | RNA viral
) Miristato de . A 128
Lipossomas (2005) Jidovudina 1 [ARV] no cérebro e orgaos RES
1 direcionamento
1 tempo residéncia em locais de reserva do VIH
. . 1 tempo semi-vida da estavudina 129
Lipossomas (2006) Estavudina . o
1 atividade farmacoldgica
1 distribuicao
| eliminacao
. _ , 1 tempo semi-vida da zidovudina 130
Lipossomas (2006) Zidovudina e . .
1 tempo residéncia 1 biodisponibilidade
Melhor perfil farmacocinético
1 acumulacao nos drgaos RES alvo
Lipossomas (2006) Zidovudina 1 tempo semi-vida da zidovudina 131

1 tempo residéncia, direcionamento e libertacdo
controlada

1 tempo semi-vida da estavudina
Lipossomas (2007) Estavudina 1 tempo residéncia
1 uptake em hepatdcitos

132
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Tabela 1.4 - Sumario dos sistemas de transporte lipidicos utilizados na entrega de farmacos antiretrovirais e os

principais objetivos alcancados. (Continuacao)

Lipossomas (2007) Didanosina 1 biodisponibilidade 133
Lipossomas (2007) Indinavir 1 solubilidade 134
1 uptake em células linfoides
Lipossomas (2008) Zidovudina 1 biodistribuicao 135
1 tempo residéncia e libertacdo controlada
Lipossomas (2008) Jidovudina 1 uptake e Iocgllzagao em nodulos linfaticos e baco 136
quando revestido ¢/ manose
1 libertacéo controlada
uptake e hemocompatibilidade
Lipossomas (2017) Estavudina T up o P , 137
1 tempo semi-vida da estavudina
| libertagéo para a circulagéo sistémica
significativo (10x) da permeabilidade celular
Lipossomas (2017) Tenofovir 1 sig (10x) da p 138
T EE %
uptake celular
Etossomas (2007) Lamivudina I up o 139
1 fluxo transdérmico (25x)
1 inibicao viral ¢/ concentragdes menores do que 0s
Imunolipossomas Nevirapina e farmacos livres 140
(2015) Saquinavir Nevirapina mais libertada na fase inicial e Saquinavir

na fase final de infecéo

Prolipossomas
(2017)

Ritonavir 1 libertacdo e 1 [Ritonavir] nos tecidos linfaticos 141

_ . 1 biodisponibilidade 142
SLN (1998) Zidovudina B .
1 acumulagéo dos SLNs no figado

Estavudina
e 1 EE % para a estavudina 143
SLN (2011) Delavirdina , R
o Libertacao controlada: D4T>DLV>SQV
Saquinavir

o 1 biodisponibilidade e direcionamento 144
SLN (2011) Lopinavir o .
1 % Lopinavir secretada na linfa

_ Nao-toxicos e facilmente funcionalizados 145
SLN (2011) Tenofovir N
1 solubilidade
SLN e Nevirapina 1 EE % nos SLNs e libertagdo mais rapida nos NLCs 146
NLC (2011) P : ¢ P

SLN 1 EE % dos NLCs
Ny Sinvastatina 1 biodisponibilidade 147

NLC (2011) ) ,
1 acumulacéo de NLCs no figado
Capaz de permear a BHE
iodi ibili lubili EE % e li 4
SLN (2013) Saquinavir 1 biodisponibilidade, solubilidade, e libertacao 148

controlada
| uptake linfatico
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Tabela 1.4 - Sumario dos sistemas de transporte lipidicos utilizados na entrega de farmacos antiretrovirais e os

principais objetivos alcancados. (Concluséo)

Capazes de passar a BHE

SLN (2015) Efavirenz 1 biodisponibilidade 149
1 libertacéo controlada
1 biodisponibilidade

SLN (2015) Efavirenz 1 [Efavirenz] nos rins 150
1 biodistribuicdo nos 6rgaos linfaticos
1 solubilidade

SLN (2016) Zidovudina 1 uptake celular 151
TEE%
1 direcionamento e libertacdo em orgaos/tecidos

SLN (2016) Lopinavir ricos em macrofagos 152
1 biodistribuicao e | eliminacao

NPs lipidicas Zidovudina 1 biodisponibilidade em ¢rgéos RES 153
(1996)

NPs lipidicas o 1 [Nevirapina] no figado, rins e cérebro 154

Nevirapina o - o
(2017) Direcionamento para multiplas reservas virais
uptake por hepatdcitos

Emulsossoma Zidovuding T ./7 p p 155
(2006) 1 libertac&o controlada

Nan(cz)%rgg)lsao Saquinavir 1 biodisponibilidade e distribuicio no cérebro 156

Abreviaturas: BHE, Barreira Hematoencefalica; D4T, Estaduvina; ddl, Didanosina; DLV, Delavirdina; EE %, Eficacia de
encapsulamento; NTs, Nanotransportadores; RES, Sistema Reticuloendotelial; SNC, Sistema Nervoso Central; SQV,
Saquinavir.

No ambito da presente dissertacao, os lipossomas foram os nanossistemas selecionados para a
possivel veiculacdo do TDF e da FTC. Desde a sua primeira observacao por Bangham e Horne em 1964
157 0s lipossomas tém sido extensivamente estudados como potenciais sistemas de entrega controlada
de farmacos a partir das mais variadas vias de administracdo . Estas estruturas sdo compostas por
moléculas anfifilicas (e.g. fosfolipidos) que, uma vez dispersas em agua, tém a capacidade de se auto-
organizarem em vesiculas . Este fendmeno inerente as moléculas anfifilicas em solucdo aquosa ocorre
quando a concentracao vesicular critica é ultrapassada, formando-se agregados na forma de bicamadas
lipidicas concéntricas que contém uma regido interna aquosa capaz de reter substancias hidrofilicas e
uma regido hidrofébica que pode albergar compostos insoluveis em agua 1,

Inicialmente, e devido a sua estrutura peculiar e altamente mimética do ambiente natural, os
lipossomas foram utilizados como sistemas modelo das membranas biolégicas nomeadamente para o

estudo da difusdo de ides *'. S& mais tarde, a partir de 1970, foram testados pela primeira vez como
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sistemas de transporte de substancias bioativas ¢ e, desde entao, rapidamente se estabeleceram
como lideres no ramo da entrega e direcionamento de farmacos. Existem, a data, 10 medicamentos
aprovados pela FDA baseados em lipossomas: Ambisome®, Doxil®, DaunoXome®, Myocet™, DepoDur™,
DepoCyt®, Inflexal®V, Mepact®, Visudyne®e Marqibo® '=. De facto, para além das vantagens ja
mencionadas do uso de lipossomas, a capacidade destes nanossistemas veicularem compostos
hidrofilicos e/ou hidrofobicos, ou ainda, anfifilicos contribui para que os lipossomas se destaguem como
sistemas de entrega muito versateis. Para além disso, o facto de os lipossomas possibilitarem a
encapsulacao de farmacos na sua forma nao modificada, isto €, sem que seja necessario estabelecer
qualquer tipo de funcionalizacdo ou ligacao covalente do farmaco a vesicula e a protecao que estes
nanossistemas conferem ao farmaco face ao meio externo sao também atributos de extrema importancia
108.

Consoante 0 método de producao e a finalidade para que sao concebidos, podemos destacar
quatro tipos de lipossomas: vesiculas multilamelares grandes (MLV, do inglés /arge multilamellar
vesicles); vesiculas unilamelares gigantes (GUV, do inglés giant unilamellar vesicles); vesiculas
unilamelares grandes (LUV, do inglés /arge unilamellar vesicles) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV,
do inglés small unilamellar vesicles) ==, Os MLV sdo constituidos por varias bicamadas lipidicas e,
normalmente, sdo gerados espontaneamente adquirindo morfologias e tamanhos mais heterogéneos (1-
2 UM). Estes tamanhos podem, no entanto, ser diminuidos e uniformizados para obter vesiculas
unilamelares cujos tamanhos podem ser superiores a 1 UM (GUV) ou estar compreendidos entre 100-

500 nm (LUV) e 25-100 nm (SUV) s,

4.2. Muco cérvico-vaginal: uma barreira a entrega vaginal de farmacos passivel

de ser permeada pelos nanossistemas

O muco é uma barreira biolégica que confere protecéo e recobre varias superficies expostas do
organismo, estando maioritariamente presente em zonas humidas (e.g. vias aéreas, olhos, trato
gastrointestinal e genital) ==, Este fluido viscoelastico com propriedades adesivas apresenta-se na forma
de um gel cujas principais funcdes consistem na lubrificacdo e manutencao da hidratacéo epitelial .
Para além disso, 0 muco caracteriza-se pela sua permeabilidade seletiva que permite a troca de agua,
nutrientes e gases com o epitélio subjacente mas, pelo contrario, se mostra impenetravel a agentes
patogénicos e algumas particulas (e.g. nanossistemas), condicionando a entrega e penetracdo de

farmacos ao longo de superficies mucosas s,
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A sua composicdo engloba uma complexa mistura de lipidos, proteinas globulares, DNA,
bactérias, células e detritos celulares, sais, agua (90-95 %) e mucina (1-2 %) =¢. As moléculas de mucina
(Figura 1.5) sdo o principal elemento estrutural do muco, sendo capazes de estabelecer ligacdes
cruzadas entre si e formar estruturas tridimensionais . Para além disso, caracterizam-se como
glicoproteinas poliméricas de elevado peso molecular constituidas por um nucleo proteico central
altamente glicosilado com varias cadeias de oligossacarideos, que conferem carga negativa @ mucina
devido a presenca de grupos carboxilo e sulfato. Na sua constituicdo, existem ainda dominios repetidos
de prolina, treonina e serina que se encontram espacados por regides globulares hidrofébicas ricas em

cisteina s,

Agregado de mucina Molécula de mucina

Interagdes

— Q
eletrostaticas (,0\0 ' O\
/ D { AAD
CQO' 5 ‘U)
Acido sialico cQo
= Al
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\l )
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‘ ,.3' Nucleo proteico

Dominio rico em cisteina

Figura 1.5 - Estrutura das moléculas de mucina. Adaptado de °.

Assim, as ligacdes que os farmacos ou sistemas de entrega estabelecem com a mucina podem
categorizar-se em trés tipos principais: ligacdes eletrostaticas, estabelecidas entre os grupos carregados
dos sistemas e 0s grupos carregados negativamente da mucina; ligacdes hidrofébicas aos dominios
hidrofobicos da molécula de mucina ou ligacdes por pontes de hidrogénio a entidades mucoadesivas ao
funcionar como ancora e permitir um maior tempo de retencao no canal vaginal, promovendo assim uma
maior libertacdo dos farmacos *. Em determinados casos, quando os sistemas de entrega estédo
funcionalizados com péptidos ou grupos tidis, ¢ ainda possivel o estabelecimento de pontes dissulfureto

aos grupos de cisteina da mucina .
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De acordo com o objetivo pretendido, e no caso particular desta dissertacao, as caracteristicas
dos nanossistemas podem ser adaptadas de modo a potenciar ou reduzir as suas propriedades
mucoadesivas — capacidade de adesdo ao muco e superficies mucosas - ou mucopenetrantes -
capacidade de penetracdo do muco (Figura 1.6) ==, Por exemplo, a producdo de vesiculas lipidicas
carregadas positivamente promove interacdes eletrostaticas com as cargas negativas da mucina o que,
por sua vez, promove uma maior mucoadesao e distribuicdo local. Contudo, o desenvolvimento de
vesiculas mucoadesivas pode ser prejudicial na medida em que, uma elevada aderéncia facilita a sua
expulsao do canal vaginal e pode ser um entrave a passagem desta barreira s, Por outro lado, um
excesso de cargas positivas pode ser vantajoso ao promover o colapso do muco e levar a formacéo de
canais que facilitam o acesso dos farmacos as superficies epiteliais. Uma estratégia promissora que se
pode adotar para diminuir a mucoadesividade é a funcionalizacdo dos nanotransportadores com
polimeros muco-inertes como, por exemplo, o polietilenoglicol (PEG) que nao interage nem adere ao
muco, permitindo uma melhor distribuicao pelo limen vaginal 2521,

No entanto, se o que se pretende & otimizar as suas propriedades mucopenetrantes, € importante
ter em atencdo outras caracteristicas fisico-quimicas dos nanossistemas como, por exemplo, o seu
tamanho e forma. Quando o didmetro hidrodindmico é muito elevado (> 1 um), as particulas mostram-
se incapazes de atravessar os pequenos canaliculos que compdem o muco, ficando retidas a superficie
do muco cérvico-vaginal ¢. O tamanho ideal para uma penetracdo mais profunda estara compreendido
entre os 200-500 nm 7 e, surpreendentemente, observou-se que particulas com um diametro igual ou
inferior a 100 nm atingem, a partida, regides menos profundas da camada de muco do que as de
tamanho intermédio ¢. Tal, podera ser explicado pelo aprisionamento destes sistemas na matriz
heterogénea da mucina, composta por poros de diferentes tamanhos que poderao bloquear a passagem
a estas particulas . Relativamente a forma, as particulas esféricas apresentam melhores taxas de
difusdo e sdo capazes de atingir regides mais profundas do muco .

Neste sentido, e no caso particular do VIH, é importante encontrar um balanco entre estes dois
parametros uma vez que a existéncia de mucoadesao é crucial para que o nanossistema apresente um
maior tempo de retencao local mas, € igualmente importante que os sistemas penetrem para regides

mais profundas da camada de muco de modo a ndo serem precocemente expulsos do canal vaginaless2,
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Figura 1.6 - Representacao esquematica da capacidade das particulas difundirem pelo muco, tendo em consideracdo as suas

propriedades mucoadesivas e mucopenetrantes derivadas da sua carga superficial e tamanho médio. Adaptada de °.

4.3. Incorporacao dos lipossomas em bases semissolidas

Normalmente, e devido ao reduzido grau de viscosidade que apresentam, as suspensoes
lipossomais aplicadas topicamente apresentam um tempo de retencao local bastante reduzido que acaba
por comprometer o potencial terapéutico do composto bioativo. Assim, torna-se necessario proceder a
Sua incorporacao em bases semissolidas (p.e. hidrogéis) de modo a obter formulacées com consisténcia
apropriada para a aplicacao topica de farmacos ¢,

Os géis sao estruturas semissolidas tridimensionais nas quais pequenas quantidades de solido
se encontram interligadas por um determinado solvente presente em maiores quantidades . A maioria
dos produtos vaginais disponiveis encontram-se sob a forma de cremes e géis o que motivou, a par com
0s resultados promissores obtidos no ensaio Caprisa 004, o desenvolvimento de um hidrogel para
administracdo vaginal . Ambas as formas de dosagem caracterizam-se por serem de facil aplicacao,
indolores, nao-invasivas e monetariamente acessiveis. No entanto, e no contexto de uma administracao
vaginal, os hidrogéis sdao produtos extremamente atrativos e apresentam algumas vantagens face aos
cremes, nomeadamente: estética agradavel, transparéncia, capacidade de atuar como lubrificante
durante o ato sexual e uma absorcao mais rapida'.

Tipicamente, a encapsulacao de compostos hidrofilicos em nanossistemas lipidicos é de extrema
dificuldade uma vez que estes tendem a ficar dissolvidos no meio aquoso aquando da formacao das

vesiculas. Assim, estes produtos sdo uma boa alternativa para a incorporacao deste tipo de farmacos,
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sendo que a combinacédo das potencialidades dos lipossomas com as propriedades aliciantes dos géis

permite a obtencao de um produto final promissor e com boa capacidade terapéutica s,
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CAPITULO 2

o

MATERIAIS E METODOS
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1. Materiais

1.1. Materiais e equipamentos utilizados ao longo do trabalho

Na Tabela 2.1 listam-se os materiais e equipamentos utilizados para a realizacdo de analises e

medicdes ao longo da dissertacao.

Tabela 2.1- Materiais e equipamentos utilizados ao longo da dissertacao.

Designacéo

Empresa

Amicons unidades de filtracdo de 100 kDa
ATR-FTIR

Banho de ultrassons

Banho termostatizado

Biotek Synergy 2

Células de difusao de Franz

Células de quartzo

Células descartaveis de poliestireno
Centrifuga Hettich Universal 320

DIP CELL®

Espetrofotémetro SHIMADZU UV-2501 PC
Extrusor Lipex

Filtros de membrana de policarbonato
Fluorimetro Perkin Elmer LS 50
Membranas de dialise SnakeSkin®
Viscosimetro Rotacional FUNGI LAB série EVO Expert L
Vortex Lab Dancer

Zetasizer nano ZS

Merck Millipore Ireland Ltd
Perkin Elmer
BransonUltrasonics
VWR

BioTek Instruments, Inc.
PermeGear

Helma Analytics
Sarstedt AG&Co

Hettich Lab Technology
Paralab

Shimadzu

Northern Lipids Inc.
Whatman

Perkin Elmer

VWR

Reagenteb

VWR

Malvern Instruments Ldt
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1.2. Reagentes utilizados ao longo do trabalho

Na Tabela 2.2 listam-se os reagentes e as linhas celulares utilizados ao longo da dissertacéo.

Tabela 2.2- Reagentes e linhas celulares utilizados ao longo da dissertacao.

Reagente

Empresa

Agua ultrapura
Azoto gasoso
CaSki
Cloroformio
Colesterol
DMPC
DMPG
DODAB
DODAC
DOPC

DOPS

DPPC

DSPC

Etanol p.a.
FTC

HEC-1-A
MTT

Mucina extraida do estdmago de porco
POPC

SM

TDF

Millipore Corporations

Alphagaz™
ATCC

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
COATSOME
Sigma - Aldrich
Tokyochemical
Tokyochemical
COATSOME
COATSOME
COATSOME
COATSOME

Panreac AppliChem

Gilead Sciences, Inc.

ATCC

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
COATSOME
Sigma - Aldrich

Gilead Sciences, Inc.
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2. Métodos

2.1. Descritores moleculares in silico do tenofovir disoproxil fumarato e da

emtricitabina para apoio ao desenvolvimento de uma formulagao

Para projetar e desenvolver uma formulacao robusta com um determinado objetivo e alvo
terapéutico, devem, em primeiro lugar, ser tidas em consideracao as propriedades biofarmacéuticas dos
farmacos a formular 71 Estas propriedades biofarmacéuticas incluem propriedades fisicas (e.g.
solubilidade aquosa em funcao do pH e parametros de geometria molecular que podem condicionar o
estabelecimento de interagdes com os componentes da formulacédo), propriedades quimicas (e.g.
cologaritmo da constante de acidez) e propriedades biolégicas (e.g. coeficiente de distribuicao e de
particdao, permeabilidade membranar e avaliacdo de parametros de absorcao, distribuicao, metabolismo
e eliminacao) -, A investigacao destas propriedades ¢ designada de estudos de pré-formulacao -7,
cujo objetivo é avaliar e compreender as propriedades criticas de um farmaco de modo a entender o seu
comportamento sob varias condicoes de processamento e /17 o, levando assim a um desenvolvimento
racional do sistema de entrega 7+, A avaliacdo biofarmacéutica fornece as informacdes necessarias
para selecionar a composicao mais adequada da formulacao e para avaliar o farmaco, classificando-o de
acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés Biopharmaceutical Classification
Systerm) . A Tabela 2.3 mostra como o BCS pode ajudar a concentrar esforcos nas opcdes de
desenvolvimento de formulacdes para superar limitacoes de fraca solubilidade, fraca permeabilidade ou

fraca estabilidade dos farmacos .
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Tabela 2.3 - Impacto do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica no desenvolvimento de uma formulacao.

Classificacao BCS Impacto no desenvolvimento da formulacédo

Classe I: Elevada solubilidade e N&o sdo necessarias grandes estratégias para formular estes farmacos,
Elevada Permeabilidade apenas desenvolver formulacdes de libertacao mais controlada

Classe II: Baixa solubilidade e S0 necessarias estratégias (e.g. formular em dispersdes coloidais
Elevada Permeabilidade lipidicas) para melhorar as taxas de dissolucao do farmaco

Classe llI: Alta solubilidade e S0 necessdrias estratégias para aumentar a permeabilidade (usando
Baixa Permeabilidade promotores de permeacao e componentes bioadesivos)

Classe IV: Baixa solubilidade e Sao farmacos muito dificeis de formular. Devem usar-se estratégias da
Baixa Permeabilidade classe Il e lll

A avaliacao das propriedades biofarmacéuticas pode ser feita com recurso a modelos /in7 sifico,
que possibilitam o estabelecimento de relacoes entre a estrutura e propriedades moleculares de um
farmaco com importantes propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do mesmo .

Os modelos /n sifico podem basear-se em duas abordagens distintas: a modelacao de dados e a
modelacdo molecular. A modelacdo de dados aplica normalmente abordagens como a relacao
quantitativa estrutura-atividade (QSAR, do inglés quantitative structure-activity relationship) e a relacao
quantitativa estrutura-propriedade (QSPR, do inglés gquantitative structure-property relationship). Ambas
utilizam ferramentas estatisticas para procurar correlacdes entre uma determinada propriedade biologica
ou fisico-quimica e um conjunto de descritores moleculares e estruturais das moléculas em questdo. Ja
a modelacao molecular estuda o potencial de interacao entre pequenas moléculas e proteinas envolvidas
nos processos de Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade (ADMET) iz,

Para o calculo dos descritores moleculares dos farmacos obteve-se primeiro a notacdo SMILES
(do inglés, Simplified Molecular-Input Line-Entry System) isomérica da molécula de TDF e FTC na base
de dados online Pubmed Compound (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). A notacdo SMILES
corresponde a uma representacao unidimensional da constituicdo e organizacao atomica das moléculas,
passivel de ser traduzida em representacbes bidimensionais e tridimensionais das moléculas
correspondentes quando sao empregues softwares especificos. Assim, com recurso ao software da
Chemaxon® com o mddulo MarvinSketch® procedemos ao desenho da estrutura quimica da molécula

de TDF e FTC e a determinacao /n silico de diversos descritores quimicos, tais como: lipofilicidade, pKa
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e formas de ionizacdo, tamanho, forma, geometria, caracteristicas elétricas e topologia de superficie.
Seguidamente, apresenta-se uma introducéo breve a cada um destes descritores e a relacdo com as

propriedades biofarmacéuticas dos farmacos.

2.1.1. pKa

0 pKa, cologaritmo da constante de acidez (Ka), pode ser relacionado com o pH através da

relacao de Henderson-Hasselbalch:

[A]

pH = pKa+log,, [:—H] (Equaggo 1)
Em que [A] representa a concentracao de moléculas do farmaco que se encontram no estado ionizado
e [AH] representa a concentracao de moléculas do farmaco néo ionizado.

Por observacao da equacao anterior é possivel perceber que o valor de pH ¢ igual ao valor de
pKa quando a razdo [A-]/[AH] é igual a unidade (e log101=0). Por esse motivo, o pKa também se define
como o valor de pH no qual 50 % das moléculas de um composto se encontram no estado ionizado e 50
% se encontram no estado neutro ou ndo ionizado . Assim, através do estudo do pKa do farmaco é
possivel: (i) prever o grau de ionizacdo do composto a diferentes valores de pH e estimar a sua absorcdo
durante o seu percurso no organismo; (ii) entender a ligacdo do composto a proteinas plasmaticas bem
como ao seu alvo terapéutico e (iii) prever a disponibilidade do composto para participar em reacdes
biologicas =, A determinacao do valor de pKa dos farmacos permite ainda compreender determinadas
interacdes estabelecidas entre o farmaco e os componentes da formulacdo, sendo, por isso, um

importante fator em estudos de pré-formulacéo -1,

2.1.2. LogD e LogP

A lipofilicidade de um composto é a medida da sua afinidade para um meio lipidico e pode ser
expressa de duas formas distintas: a lipofilicidade efetiva, Log D, correspondente ao logaritmo do
coeficiente de distribuicdo de um composto entre uma fase organica e uma fase aquosa, a um pH
definido, onde as moléculas se podem encontrar no estado ionizado ou neutro; e Log P, correspondente
ao logaritmo do coeficiente de particdo de um composto entre uma fase organica e uma fase aquosa, a

um valor de pH ao qual todas as moléculas se encontram neutras .

67



Estes parametros sao de particular interesse uma vez que, por estarem relacionados com outras
propriedades fisicas e quimicas, afetam grandemente o perfil farmacocinético e farmacodinamico de um
composto®:. Entre estas propriedades encontram-se: (i) permeabilidade, uma vez que compostos
altamente lipofilicos (elevado Log P) tendem a ter uma elevada permeabilidade membranar; (ii)
solubilidade, um composto altamente lipofilico sera, a partida, muito pouco soluvel em agua e (iii)
distribuicao, uma vez que a lipofilicidade de um composto é diretamente proporcional a forca da sua
ligacdo a proteinas plasmaticas — elevada lipofilia traduz-se numa fraca distribuicado do composto pelo
organismo no entanto, elevada hidrofilia traduz-se numa baixa permeacdo das membranas bioldgicas
levando, igualmente, a uma fraca distribuicdo. E importante que exista um bom balanco destes
parametros . Em estudos de pré-formulacdo a avaliacdo da lipofilicidade de um farmaco permite
classifica-lo de acordo com o sistema BCS e, consequentemente, perceber quais os desafios a enfrentar

no desenvolvimento de uma formulacado adequada a esse farmaco .

2.1.3. Estabelecimento de ligac6es de hidrogénio

As ligacbes de hidrogénio caracterizam-se como interacdes de natureza nao-covalente entre
atomos de hidrogénio e atomos eletronegativos . Para que uma ligacao de hidrogénio ocorra deve haver,
simultaneamente, atomos dadores e aceitadores de hidrogénio. O dador é o dtomo ao qual o atomo de
hidrogénio participante da ligacao é covalentemente ligado - geralmente um atomo eletronegativo como
N, O ou F. O aceitador de hidrogénio é o ido eletronegativo ou molécula vizinha, e deve possuir um par
de eletrdes para formar uma ligacdo de hidrogénio.

Um composto capaz de estabelecer um grande numero de ligacdes de hidrogénio apresenta
elevada polaridade, fator condicionante na permeacdo de membranas bioldgicas uma vez que para que
ocorra permeacdo estas ligacdes tém de ser quebradas. Assim, facilmente se compreende que
compostos com elevado potencial para estabelecer ligacdes de hidrogénio terdo uma menor absorcao e
permeabilidade #. Os farmacos mais promissores da terapéutica apresentam um numero de grupos

quimicos aceitadores menor ou igual a 9 e um nimero de grupos quimicos dadores menor ou igual a 5

181
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2.1.4. Area de superficie polar

A area de superficie polar (PSA, do inglés polar surface area) é a soma da area superficial dos
atomos polares de uma molécula, sendo assim uma medida da sua capacidade de estabelecer ligacoes
de hidrogénio. = Este descritor € comumente utilizado na previsdao das propriedades de transporte
molecular, nomeadamente absorcdo intestinal 71, permeacdo de monocamadas de Caco-2 =t ¢
penetracao da BHE 2192,

Por exemplo, para uma boa penetracdo da BHE foram propostos dois limites: Keler et al.
apresentam como limite o intervalo de PSA=60-70 Az > e Van der Waterbeemd et a/. sugerem um limite

de PSA=90 A2 1,

2.1.5. Area de superficie de van der Waals

A area de superficie de van der Waals (VWSA, do inglés van der Waals surface area) tem por
base o calculo da area de superficie ocupada pelos atomos basicos da molécula e ¢ um indicador
comumente utilizado na medicao da basicidade do composto. Assim, sob condicoes fisiolégicas, um
composto com elevada VWSA tem tendéncia a ser protonado e a adquirir cargas positivas .

A sua basicidade funciona também como indicador da permeabilidade do composto através da
BHE, sendo que uma alta basicidade (elevada VWSA) facilita a permeacao desta barreira ao passo que

compostos com menor VWSA, acidos ou neutros, tém a passagem dificultada .

2.1.6. Solubilidade

A solubilidade é a concentracdo maxima que um composto atinge num solvente em equilibrio
com um composto sélido, ou seja, representa a medida da capacidade de um composto se dissolver e
permanecer em meio aquoso. E uma das propriedades mais relevantes a ter em consideracdo aquando
do desenvolvimento de um farmaco e nunca assume um Unico valor uma vez que sdo varios os fatores
que a determinam: (i) estrutura do composto; (ii) estado fisico do composto aquando da sua introducéo
no meio de dissolucao: (iii) composicdo e condicoes fisicas do solvente e (iv) métodos de medicao .

A utilizacdo de preditores in silico permite fazer uma previsdo da solubilidade intrinseca do
composto, Log S, que se define como a concentracdo maxima de soluto passivel de ser dissolvida num
solvente, em condicdes padrao de temperatura, pressao e pH . O perfil de solubilidade em funcao do

pH é extremamente Util para compreender a absorcao do composto ao longo do organismo, mas também
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tirar ilacbes acerca da permeabilidade, distribuicao e transporte *. Para além disso, em estudos de pré-
formulacao, a determinacdo da lipofilicidade de um farmaco em conjunto com a avaliacdo da sua
solubilidade permite classifica-lo de acordo com o sistema BCS e assim perceber quais os desafios a

enfrentar no desenvolvimento de uma formulacado adequada a esse farmaco '».

2.2. Preparacao das solucdes e/ou suspensdes dos reagentes utilizados neste

trabalho

As solucdes de trabalho de TDF e de FTC foram preparadas em agua ultrapura e em etanol pro
analysis (p.a.), mantendo-se a proporcdo dos dois farmacos igual a que é utilizada na formulacdo
comercial Truvada®. De forma rigorosa, pesaram-se 1,271 mg de TDF e 0,889 mg de FTC que foram,
posteriormente, dissolvidos em 5 mL de cada solvente de modo a obter solucdes de trabalho com a
concentracao de 4x10+ e 7,19x10+ M, respetivamente.

Os varios lipidos utilizados foram igualmente pesados e dissolvidos em cloroféormio de modo a
obter solucdes sfock com uma concentracao final de 2x102 M.

Preparou-se ainda, a partir de mucina extraida do estbmago de porco, uma suspensao de mucina
em agua ultrapura com a concentracao de 0,4 mg/mL .Para além disso, foi preparado 1 L de uma
solucdo mimética do fluido vaginal *7, para a qual se pesaram rigorosamente: 3,51 g de NaCl, 1,40 g de
KOH, 0,222 g de Ca(OH), 2 g de acido latico, 1 g de acido acético, 0,16 g de glicerol, 0,4 g de ureiae 5
g de glucose. O seu pH foi ajustado para 4,2 de modo a reproduzir de forma mais realista 0 ambiente

vaginal.

2.3. Preparacao das formulacdes lipossomais placebo e com farmacos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram preparados lipossomas de: DOPC; DOPC:CHOL
(7:3 e 6:4), DMPC; DMPC:CHOL (7:3 e 6:4); DPPC; DPPC:CHOL (7:3 e 6:4); DSPC; DSPC:CHOL (7:3 e
6:4); DODAB; DMPC:DMPG (7:3) e POPC:DPPC:CHOL:SM:POPE:DOPS (2:1:13:5:6:2) com o objetivo de
testar formulacoes lipossomais com diferentes graus de fluidez, diferentes cargas superficiais, testando

ainda o efeito do colesterol e um modelo lipidico mimético da membrana viral 7= (Figura 2.1.).
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Figura 2.1 - Representacao esquematica dos tipos de formulacéo e constituicdo lipidica dos lipossomas utilizados ao longo do
trabalho experimental. As formulacdes lipossomais foram desenvolvidas com o objetivo de testar: formulacdes de diferente

fluidez, com e sem colesterol, com diferente carga superficial e miméticas da membrana viral ’.

A preparacdo dos lipossomas foi feita pelo método de hidratacdo do filme lipidico seguida de
extrusdo, de forma semelhante ao descrito na literatura *. Inicialmente, e em funcdo da quantidade
pretendida, procedeu-se a preparacdo dos lipossomas adicionando diferentes volumes das solucdes
stocklipidicas a um balao de vidro de fundo redondo. Posteriormente, e de modo a obter um filme lipidico
fino, foi necessario proceder a evaporacdo do solvente organico sob uma corrente constante de azoto e
em continua rotacao até que ocorresse a evaporacao total do solvente e de modo a garantir uma boa
homogeneizacao dos lipidos.

Apds obtencao do filme lipidico procedeu-se, de seguida, a sua hidratacdo com um volume
previamente definido de dgua ultrapura acima da temperatura de transicao de fase (Tm) dos lipidos ou
mistura de lipidos. A suspensao resultante foi submetida a ciclos alternados de incubacdo acima da Tm
e agitacéo vigorosa no vortex durante cerca de 20 minutos, com o intuito de garantir a remocao completa
do filme lipidico das paredes do tubo. No final deste processo, obteve-se uma suspensao de MLV.

Finalmente, e de forma a obter LUV com diametros entre os 100-200 nm, a suspensao de MLV
foi extrudida por um extrusor Ljpex® (Northern Lipids, Inc) termostatizado a uma temperatura superior &
Tm do lipido ou mistura de lipidos e sob uma pressao de 6-8 bar. De modo a garantir a homogeneidade
e uniformidade dos LUV produzidos, foram utilizadas membranas de policarbonato Nucleopore Track-
Etched® (Millipore, SAS) com poros de distintos tamanhos sendo realizadas 5 extrusdes por uma

membrana de 400 nm, 5 extrusdes por uma membrana de 200 nm e 10 extrusdes por uma membrana
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de 100 nm. Antes da utilizacdo, as suspensdes de LUV foram equilibradas & temperatura ambiente
durante, pelo menos, 30 minutos. Esta metodologia encontra-se esquematizada na Figura 2.2.

Com o objetivo de determinar que procedimento seria mais eficiente para o encapsulamento dos
ARV nos lipossomas, foram testados trés métodos distintos: 0 método de hidratacao, incubacdo e mistura

direta. Cada um destes métodos encontra-se brevemente descrito nas seguintes seccoes.

H,0 ultrapura

Vortex e

aquecimento
Se - K acimadaT,
) i—f N fdrategé‘o "’?Cu baﬁ m
i 1 0

Filme
lipidico

Figura 2.2- Representacédo esquematica do procedimento experimental para obtencao de LUV.

2.3.1. Método de Hidratacao

No método de encapsulamento por hidratacdo (Figura 2.3) procedeu-se, numa primeira fase, a
preparacdo do filme lipidico de acordo com a metodologia descrita na seccdo 2.3. e, posteriormente, a
sua hidratacdo com uma solucédo aquosa de TDF ou de FTC, previamente aquecida acima da Tm do
lipido ou mistura de lipidos. A suspensao lipossomal obtida foi submetida a ciclos alternados de agitacao
no vortex seguidos de incubacao acima da Tm de modo a que todo o filme lipidico fosse removido das
paredes do vidro.

Os MLV resultantes foram extrudidos tal como é descrito no capitulo 2.2., dando origem a LUV

(4 mM) com TDF (40 puM) ou FTC (71,9 puM).
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Figura 2.3 - Representacédo esquematica do procedimento experimental para o encapsulamento de TDF (40 uM) ou FTC

(71,9 uM) em LUV (4 mM) pelo método de hidratacao do filme lipidico.

2.3.2. Método de Incubacéo

Para proceder ao método de encapsulamento por incubacdo (Figura 2.4) prepararam-se

lipossomas placebo tal como descrito na seccdo 2.3. aos quais foi adicionado um volume definido da

solucao stock de TDF ou de FTC. Esta mistura foi incubada a uma temperatura superior @ Tm do lipido

ou mistura de lipidos durante 60 minutos e equilibrada, posteriormente, a temperatura ambiente durante

mais 60 minutos. No final obtiveram-se LUV (4 mM) com TDF (40 uM) ou FTC (71,9 uM).

l/

'I' o 1© -

LUVs (5 mM) TDF H,0 (4x10* M) 1hTT,
ou
FTC H,0 (7,19x10* M)

LUVs {4 mM) + TDF (40 pM)
ou
LUVs {4 mM) + FTC (71,9 pM)

Figura 2.4 - Representacdo esquematica do procedimento experimental para o encapsulamento de TDF (40 uM) ou FTC

(71,9 uM) em LUV (4 mM) pelo método de incubacéo.
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2.3.3. Método de Mistura Direta

Este método de encapsulamento consistiu na mistura direta de uma solucéo etanolica de
farmaco com a solucdo stock de lipido ou mistura de lipidos (Figura 2.5.). O restante processo
(evaporacdo do solvente para originar um filme lipidico; hidratacdo do filme lipidico e extrusdo) foi

semelhante ao descrito na seccdo 2.3. obtendo-se LUV (4 mM) com TDF (40 uM) ou FTC (71,9 uM).

H,0 ultrapura

&
Vortex e

A
aquecimento
Se PN ; ;
i acnmadaTm %
1 {o]
N2 “
Stocklipido \ ‘
. ——

Stockfarmaco etOH Filme
lipidico

©LUVs

LUVs (4 mM) + TDF (40 uM)
ou
LUVs (4 mM) + FTC (71,9 pM)

Figura 2.5 - Representacédo esquematica do procedimento experimental para o encapsulamento de TDF (40 uM) ou

FTC (71,9 uM) em LUV (4 mM) pelo método de mistura direta.

2.4. Incorporacao das formulacoes lipossomais em bases semissolidas

A incorporacao de nanotransportadores lipidicos numa base semissolida pode ocorrer de
diferentes formas. Neste trabalho procedeu-se, numa primeira fase, a preparacdo de géis sem farmaco
por dissolucdo do agente gelificante PFC® (0,5 % m/m) em 30 g de agua ultrapura seguida da adicéo de
2 a 3 gotas de trietanolamina com pH igual a 6,5 de modo a promover a gelificacao.

Para incorporacao das suspensdes lipidicas no gel, procedeu-se ao método de incorporacéo

direta, pela substituicao de parte da fase externa pela formulacéo lipidica (10 % m/m).
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2.5. Incorporacao de formulacées lipossomais em nanofibras poliméricas

Adicionalmente, e no ambito de uma colaboracdo com um outro trabalho de mestrado, foram
produzidos lipossomas com a mistura lipidica DMPC:CHOL:DOPE (7:2:1) para o encapsulamento de TDF
e FTC e posterior incorporacdo em nanofibras poliméricas produzidas por electrospinning. A composicao
lipidica do sistema foi selecionada tendo em consideracdo o estudo de Garg & Jain *, no qual se
obtiveram boas EE % para um ARV hidrofilico. Para a preparacédo destes sistemas, recorreu-se ao método
de hidratacao do filme lipidico j& detalhado na seccdo 2.3. em que o solvente de hidratacao foi
previamente aquecido a uma temperatura superior a Tm dos lipidos e, apds dissolucao total dos

farmacos, procedeu-se a hidratacdo de cada um dos filmes com este solvente.

2.6. Doseamento dos farmacos por espetroscopia UV/Vis

A espetroscopia de absorcao molecular nas regides espetrais ultravioleta (UV) e visivel (Vis) é
uma técnica comumente utilizada na determinacao quantitativa de moléculas organicas, inorganicas ou
biologicas e foi selecionada como método de doseamento ao longo de todo o trabalho desenvolvido 202,
Quando um feixe de luz atravessa um meio absorvente e a energia por ele produzida ¢ suficiente para
promover a transicdo de eletrdes do estado fundamental para o estado excitado, ocorre absorcdo dos
fotdes do feixe de luz por parte da amostra ». Esta capacidade de absorcéo de radiacdo de determinados
compostos pode ser utilizada para os quantificar através da medicdo da intensidade do feixe de luz, num
comprimento de onda especifico, antes e depois da sua interacdo com a amostra uma vez que a
intensidade sera atenuada ao atravessar um determinado meio que contém espécies absorventes. Estes
parametros podem ser correlacionados através da equacao 2; o2

—0(( 2 )I
Ioe (Equacéo 2)

|, =
Sendo 4 a intensidade da luz transmitida; /4 a intensidade da luz incidente; a) o coeficiente de absorcéo
da espécie e [ o percurso otico da radiacdo no meio.

Quando ocorre absorcao, a intensidade de luz transmitida que atinge o detetor sera inferior a
intensidade de luz incidente e esta razao de intensidades define-se como transmitancia (Tx), podendo ser

obtida através da equacao 3 z02;
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b
1= | (Equacao 3)
0
A transmitancia pode, por sua vez, ser relacionada com a absorvancia (A)) através da seguinte

equacao 22
A, =-logT, (Equacio 4)

Por ultimo, a lei de Lambert-Beer (equacao 4) permite relacionar a absorvancia de uma
determinada amostra com a sua concentracao e com a distancia percorrida pelo feixe de luz através da

mesma 2022;

A=¢cl (Equacio 5)

Sendo, Ax a absorvancia a um comprimento de onda definido, | o percurso 6tico da radiacdo no meio;
€ a absortividade ou coeficiente de absorcdo molar ao A definido; e, por fim, ¢ a concentracao da espécie
absorvente.

Assim, a lei de Lambert-Beer prevé uma proporcionalidade direta entre a absorvancia da luz e a
concentracdo de um composto a um determinado comprimento de onda. No entanto, esta lei s6 pode
ser aplicada para radiacdo monocromatica e para amostras que apresentam apenas uma espécie
absorvente. Quando ha mais que uma espécie absorvente na mesma amostra, a absorvancia
corresponde a soma da absorvancia de ambas as espécies. ®

A obtencao dos espetros de absorcao foi feita num espetrofotometro SHIMADZU UV-2501 PC de
duplo feixe que permite uma aquisicao entre os 190 e os 900 nm. De modo a dosear os farmacos por
espetroscopia UV/Visprocedeu-se ao tracado das curvas de calibracdo (Anexo 1) de cada um dos
farmacos em agua e etanol. Para tal, e recorrendo a equacao 4, fez-se uma correlacao entre os valores
maximos de absorvancia (Aw= 260 nm e Am= 280 nm) obtidos para concentracdes crescentes da
espécie absorvente sendo possivel, através de um ajuste linear, estimar os coeficientes de extincao molar
do TDF e FTC. Em algumas circunstancias e de forma a eliminar interferéncias espetrais decorrentes,
por exemplo, de difusao devida a presenca de vesiculas lipidicas, efetuou-se a derivacao dos espectros
das amostras com o farmaco e procedeu-se ao doseamento recorrendo a derivacdo dos espetros da

curva de calibracao (Anexo 1).
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2.7. Caracterizacao das formulacoes desenvolvidas

2.7.1. Dispersao Dinamica de Luz (DLS)

A dispersao dinamica de luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), também denominada de
espetroscopia de correlacao de fotdes, € uma ferramenta de caracterizacao importante que permite o
estudo do coeficiente de difusao das particulas em solucao 2=. Quando irradiadas por um feixe de luz
monocromatico, as particulas tendem a dispersar luz e a intensidade da luz dispersa sofre flutuacoes ao
longo do tempo ». Estas flutuacoes resultam de mudancas constantes na posicao das particulas devido
a eventos colisionais com as moléculas circundantes e que se devem, maioritariamente, a movimentos
brownianos 2,

A intensidade de luz dispersa captada pelo detetor depende grandemente do raio hidrodinamico
das particulas em suspensdo e da sua mobilidade. Considerando um mesmo solvente, particulas de
menores dimensdes movem-se de forma mais rapida o que ira promover mais flutuacdes na intensidade
de luz dispersa que chega ao detetor. Por outro lado, diametros médios mais elevados estdo associados
a menores velocidades de migracdo no solvente e, consequentemente, a menores flutuacdes na
intensidade de luz. Conhecendo a temperatura e a viscosidade do solvente estas flutuacdes serdo
detetadas e correlacionadas com o coeficiente de difusdo das particulas, sendo possivel determinar o

seu raio hidrodinamico através da equacao de Stokes-Einstein (Equacao 6) s

KgT

D=
67nR,

(Equacao 6)

Em que D é o coeficiente de difusdo da particula, A ¢é a constante de Boltzmann
(1,38x10=me kg s2 K); T a temperatura, n a viscosidade do solvente e R« é o raio hidrodinamico da
particula.

Para além da distribuicao de tamanhos obtida com base na dispersao de luz é possivel ainda
obter distribuicdes de tamanho com base no volume ou no numero de particulas. Esta ultima é de
particular interesse na distincado do nimero de populacdes com particulas do mesmo tamanho 2.

O indice de polidispersao (PDI, do inglés Polydispersity Index) ¢ uma medida usada para
descrever o grau de uniformidade na distribuicdo do tamanho de particulas e funciona como indicador
do grau de agregacao das particulas em solucao ==. Este parametro, relacionado com a largura do pico

da distribuicao gaussiana da intensidade da luz dispersa, varia entre 0,0 e 1,0 2525, Na pratica, valores
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menores que 0,05 correspondem a dispersdes de particulas altamente monodispersas e valores acima
de 0,7 indicam que a dispersao tem uma distribuicdo de tamanhos de particulas muito ampla, o que
estd associado a sistema heterogéneos e mais polidispersos, fendémeno que se pode dever, quer a
agregacao das particulas, quer a diferencas significativas no seu tamanho. Por esse motivo, dispersdes
com valores de PDI superiores a 0,7 ndo sdo adequadas para analise por DLS 2s,

Os nanossistemas lipidicos (e.g. lipossomas) sado sistemas mais deformaveis e o seu
empacotamento lipidico pode ser afetado quer pela composicao lipidica, quer pela presenca de outros
aditivos, como farmacos ou bioativos incorporados. Assim, dada a sua heterogeneidade e
deformabilidade, para estes nanossistemas, um PDI igual ou inferior a 0,3 indica uma polidispersao
aceitavel| 26207,

Neste trabalho, a técnica de DLS foi utilizada para a caracterizacdo do tamanho e indice de
polidispersao das formulacdes lipossomais e também para a avaliacao do efeito do farmaco encapsulado

(TDF) nas propriedades biofisicas destas formulacdes.

2.7.1.1. Avaliacado do diametro médio e homogeneidade das formula¢des
lipossomais

A determinacdo do didmetro médio e do indice de polidispersao das formulagdes lipossomais
desenvolvidas foi feita por DLS no Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). Para tal, aliquotas de 1 mL
de formulacado (diluida na razdo 3:7 em agua ultrapura) foram colocadas em células descartaveis de
poliestireno, apropriadas para este tipo de medicdes. No protocolo utilizado, definiu-se previamente que
para cada amostra haveria um tempo de equilibrio de 60 segundos a temperatura de medicao (25 °C),
bem como trés medicdes independentes com um numero minimo de 13 analises por cada medicao.
Para além disso, todas as leituras foram realizadas em agua e os parametros definidos para este solvente
foram 0,8872 cP de viscosidade e um indice de refracdo de 1,330. Considerou-se ainda que as
formulacdes lipossomais apresentavam um indice de refracdo de 1,590 e uma absorcao de 0,01. Os
resultados foram analisados considerando a distribuicao da luz dispersa em intensidade e em nimero

recorrendo ao software Malvern Dispersion Technology (DTS).
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2.7.1.2. Avaliacao das propriedades biofisicas das formula¢des lipossomais

A incorporacao de um farmaco em nanossistemas lipidicos pode promover alteracoes ao nivel
do empacotamento dos lipidos provocando, por exemplo, uma diminuicéo da sua microviscosidade. Este
fendmeno acaba por ter consequéncias no desempenho terapéutico da formulacdo devido a alteracoes
na permeabilidade do nanossistema mas também no perfil de libertacdo do farmaco . Assim, é
aconselhavel que durante o processo de desenvolvimento de formulacées lipossomais (ou formulacdes
baseadas noutros nanossistemas lipidicos) se proceda a avaliacao do impacto do farmaco encapsulado
nas propriedades biofisicas do nanossistema .

De todos os aspetos relativos a avaliacao biofisica de formulacdes lipossomais, 0 mais importante
¢, sem duvida, o que se refere a transicdo de fase principal entre o estado solido-cristalino (também
designado de fase gel) e 0 estado liquido-cristalino (também designado de fase fluida) #°. Nos lipossomas,
a transicao de fase das suas bicamadas lipidicas para o estado liquido-cristalino afeta a ordem e a fluidez
da formulacao lipossomal #°. Esta transicdo de fase é sensivel a temperatura, a concentracao de lipidos
ou a insercdo de moléculas na bicamada lipidica e dela resultam uma grande variedade de estados com
organizacoes estruturais diferentes, fenomeno designado de mesomorfismo liotrdpico .

A uma temperatura inferior & Tm, as cadeias hidrocarbonadas dos &cidos gordos constituintes
dos fosfolipidos estdo rigidamente empacotadas, com as suas ligacdes C-C numa conformacao “al-
trans’, o que permite acomodar as “caudas” hidrofobicas num volume minimo. A medida que a
temperatura do sistema aumenta, verifica-se uma diminuicao da rigidez estrutural, ordem e espessura
membranares € um aumento do volume membranar. Assim, a temperaturas superiores a Tm, as
bicamadas lipidicas apresentam uma organizacdo mantida a custa de uma estrutura razoavelmente
rigida ao nivel das “cabecas” polares dos fosfolipidos e consideravelmente menos rigida ao nivel das
“caudas” hidrofébicas, com possibilidades de movimentos, incluindo a possibilidade de difusao lateral
das moléculas e liberdade de rotacdo em torno do eixo carbonado das cadeias de acidos gordos. A
liberdade de movimentos rotacionais implica que, as ligacées C-C, ao sofrerem uma rotacao de 120°
alterem a sua conformacao “al-frans”do estado ordenado para a conformacao “gauche”. Estes isomeros
rotacionais apresentam dobras (“4inks’) nas cadeias carbonadas dos acidos gordos com conformacoes
“gauche-trans-gauche”. Tais dobras parecem ser altamente moveis ao longo da extensao da cadeia de
acidos gordos e afetam a estrutura da bicamada lipidica provocando um encurtamento das cadeias
hidrocarbonadas e um aumento da distancia entre moléculas, de onde resulta a mencionada diminuicao

da espessura da membrana acompanhada por um aumento de volume por expansao lateral (Figura 2.6.)
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Figura 2.6 - Transicao de fase principal em membranas lipidicas .

A definicdo de Tm aqui descrita como uma temperatura Unica a qual se da a transicao da fase
gel para a fase fluida é valida para um determinado tipo de lipidos e deve-se essencialmente ao facto de
esta transicdo ser um processo altamente cooperativo (uma vez iniciado num ponto da membrana,
propaga-se rapidamente). No caso de formulacdes lipossomais com varios componentes lipidicos e com
farmacos encapsulados ao nivel da bicamada, este fendmeno é ainda cooperativo, mas a
heterogeneidade da sua composicao lipidica determina que seja igualmente coligativo, pois ndo pode ser
descrito em termos das propriedades das moléculas individuais & O caracter coligativo implica que nédo
haja um valor tnico de Tm, mas um intervalo de temperaturas ao qual a transicao de fase ocorrera. A
determinacdo da cooperatividade do processo de transicao de fase lipidica permite, portanto, inferir se o
farmaco se distribui de uma forma homogénea na bicamada lipidica ndo afetando grandemente a
transicao de fase lipidica, ou se pelo contrario a distribuicao do farmaco é perturbadora do
empacotamento lipidico e heterogénea, pelo que a cooperatividade da transicao de fase ira diminuir.

De modo a estudar de que forma o TDF afeta as propriedades biofisicas das formulacées
lipossomais, nomeadamente a temperatura de transicao de fase, a cooperatividade da transicao de fase
e a microviscosidade membranar, preparam-se LUV tal como descrito na seccdo 2.3., sem farmaco
encapsulado (formulacdo placebo) ou com TDF encapsulado pelos trés métodos de encapsulamento
utilizados. A determinacao da temperatura de transicdo de fase lipidica realizou-se na presenca ou na

auséncia de farmaco.
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Para tal, uma aliquota de 1 mL de LUV (diluidos na razdo 3:7 em agua ultrapura) foi colocada
numa célula descartavel de poliestireno e por DLS, o tamanho dos LUV foi analisado no Zetasizer Nano
ZS Malvern em modo automatico. Esta analise permitiu a determinacdo do valor 6timo de ajuste da
posicao da célula e do valor ideal de atenuador da intensidade de luz dispersa. De seguida, definiu-se
uma posicao fixa da célula, e um valor fixo do atenuador de acordo com os valores previamente testados
na medicdo automatica por DLS e procedeu-se a leituras de tamanho e nimero médio de contagens da
intensidade de luz dispersa pelos LUV ao longo de um intervalo de temperaturas (definido para cada tipo
de constituicao lipidica, mas contendo a Tm do lipido ou mistura de lipido), com 0,5 °C de diferenca
entre leituras. Foram realizadas trés medicdes a cada temperatura com um tempo de estabilizacao prévio
de 60 s.

O tratamento dos resultados foi efetuado com recurso ao software Origin 8.0%, onde foi aplicado
um ajuste sigmoide da equacao modificada de Boltzmann (Equacéo 7), aos dados da intensidade média

da luz dispersa em funcao da temperatura 2

m,—m,+bT-bT
21 211) ! (Equacgo 7)

1+108(T T

NMC=m +bT+

Sendo MMC, a intensidade de luz dispersa expressa em numero meédio de contagens
normalizado ; m: e b, respetivamente, o declive e a ordenada na origem da tendéncia linear anterior a
transicao de fase; m:e b, respetivamente, o declive e a ordenada na origem da tendéncia linear posterior
a transicao de fase; 7a temperatura; Ba cooperatividade da transicdo de fase e, por fim, 7m a transicédo

de fase.

2.7.2. Dispersao Eletroforética de Luz (ELS)

A disperséo eletroforética de luz (ELS, do inglés Electrophoretic Light Scattering) é uma técnica
que permite medir a mobilidade eletroforética das particulas apos aplicacdo de uma diferenca de
potencial 2, De modo geral, as particulas coloidais apresentam cargas a sua superficie capazes de atrair
ides de carga oposta (contra-ides) e, consequentemente, causar desequilibrios na distribuicao idnica do
meio que as circunda »=. Tal, ira promover a formacao de uma bicamada elétrica em torno da superficie
das particulas: a camada de Stern, regido mais interna na qual os ides se encontram firmemente ligados

a superficie; e uma camada mais externa, na qual os ides estdo mais suscetiveis a interacdes com outros
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ides ==21, Esta dupla camada fornece as particulas um potencial elétrico especifico, potencial- ¢, que é
passivel de ser medido através da aplicacdo de um campo elétrico de forca conhecida =,
A mobilidade eletroforética (i) das particulas pode ser correlacionada com o potencial- { a partir

da equacao de Henry (Equacéo 8):

_ 2601 (ka)

(Equacao 8)
3n

E
Em que € representa a constante dielétrica do meio; /fka), a funcéo de Henry que pode adotar os valores
1 ou 1,5 dependendo do raio das particulas e da constante dielétrica do meio e 1, a viscosidade do meio.

Para a medicao do potencial-{ das formulacdes lipossomais, € necessaria a insercao de uma DIP
cell® (Paralab, Portugal) nas células descartaveis de polistireno contendo as amostras. A DIP cell®
permite posicionar elétrodos em cada extremo da célula aos quais sera aplicada uma diferenca de
potencial. Desta forma, os nanossistemas tendem a mover-se para o elétrodo com carga oposta
(mobilidade eletroforética) (Figura 2.7). A medicao do potencial-{ baseia-se no efeito de Doppler, isto &,
na alteracdo da frequéncia sofrida pela luz dispersa pelo nanossistema em movimento. Como a
frequéncia da luz é demasiado elevada, a sua alteracdo pelo movimento dos nanossistemas deve ser
medida recorrendo-se a uma técnica interferométrica, usando as barras de interferéncia causada pelo
cruzamento de dois raios laser. Estes ultimos sdo originados pela mesma fonte e, seguindo trajetos
similares, cruzam-se, formando barras de interferéncia, cujo espacamento é conhecido. Os
nanossistemas em movimento interagem com as barras, causando a dispersao da luz que oscila ao
longo do tempo de uma forma que depende da velocidade dos nanossistemas. A luz dispersa ¢ medida
por um fotomultiplicador focado para o ponto de confluéncia dos lasers e a contagem dos fotdes permite
a elaboracdo de um espectro de frequéncia, a partir do qual a mobilidade e, consequentemente, o
potencial- Z dos nanossistemas pode ser calculado (Figura 2.7). E de notar que a velocidade real dos
nanossistemas depende da carga associada a sua superficie, da viscosidade do meio e do potencial
aplicado, pelo que tal como na determinacao do tamanho dos nanossistemas estes parametros devem

ser conhecidos.
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Figura 2.7 - Representacao esquematica da D/P celf’ e do seu funcionamento (esquerda) bem como da detecso do

movimento dos nanossistemas, induzido pela aplicacdo de um campo elétrico (direita).

Para a medicdo do potencial-{ das formulacdes lipossomais, e utilizando as aliquotas
previamente analisadas por DLS, inseriu-se a DIP cell® nas células descartaveis de polistireno de forma
cuidada e sem que ocorresse formacao de bolhas. A analise foi realizada no equipamento Zetasizer Nano
/S de acordo com os parametros ja indicados anteriormente para as determinacdes do diametro médio
e indice de polidispersao. Os resultados foram analisados recorrendo ao software Malvern Dispersion

Technology (DTS).

2.7.3. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier, usando a técnica

de refletancia total atenuada (ATR-FTIR)

A espetroscopia de infravermelho (IR, do inglés /infrared) € uma técnica de caracterizacao que se
baseia na absorcao de radiacao eletromagnética na regiao do infravermelho e que permite a analise
detalhada da composicdo quimica de uma amostra »2. Esta propriedade advém do facto de cada
molécula absorver energias especificas que estdo associadas a movimentos vibracionais das suas
ligacoes, funcionando assim como uma espécie de impressao digital de identificacdo molecular 222,

A espetroscopia de infravermelhos com transformadas de Fourier (FTIR) € uma técnica analitica
nao-destrutiva, mais vantajosa face a espetroscopia dispersiva uma vez que o feixe de luz que incide na
amostra é composto pela gama total de comprimentos de onda da regido dos infravermelhos que se
pretende analisar 2=. Inicialmente, a radiacao IR incidente e transmitida é detetada por um interferograma

ao qual é necessario aplicar, posteriormente, transformadas de Fourier de modo a converter a informacao
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obtida em medidas espetrais 2. O aparecimento dos picos de absorcdo ocorre quando as frequéncias
vibracionais especificas das ligacdes das moléculas coincidem com a frequéncia do feixe de radiacéo IR
incidente 2.

0 modo de atenuacao total da reflexdo (ATR) acoplado ao FTIR permite medir amostras sélidas
sem qualquer preparacao prévia através da sua deposicdo num pequeno cristal com um indice de
refracdo superior ao da amostra e uma baixa absorcdo no IR 2=, Este modo baseia-se em direcionar,
segundo um dado angulo, o feixe de radiacdo IR para a interface cristal-amostra, sendo este feixe depois
refletido internamente 2225, A onda evanescente associada a reflexdo propaga-se na amostra e é
absorvida seletivamente permitindo obter informacao sobre os seus niveis vibracionais 2.

Para as medicdes de ATR-FTIR, as formulacdes lipossomais com e sem farmaco foram
previamente preparadas de modo a garantir a eliminacao total do conteudo aquoso para,
consequentemente, eliminar ou minimizar a interferéncia espetral de uma banda larga e intensa a 1645
cm?. Para tal, colocaram-se aliquotas de 50 YL de formulacdo em cadinhos de papel de aluminio,
alternando-se a adicdo da amostra com secagem em estufa (40 °C) durante cerca de 25 min. De modo
a que toda a superficie interna do cadinho ficasse recoberta com amostra, a sua adicao foi feita de forma
gradual e até atingir um volume total de 200 PL. Durante as medicoes dos espetros ATR-FTIR, os
cadinhos foram invertidos com o intuito de colocar os filmes de formulacdes lipossomais em contacto
com o cristal de diamante do acessdrio ATR. Por ultimo, e para remover qualquer interferéncia espetral
derivada do aluminio, foram ainda medidos cadinhos sem a adicdo de qualquer amostra.

As medidas de ATR-FTIR foram realizadas no Departamento de Biologia da Universidade do
Minho, no Campus de Gualtar, num espectrofotometro Perkin-EImer, Spectrum Two Spetrometer
equipado com um acessorio de ATR com um cristal de diamante (indice de refracao 2,4 e profundidade
de penetracdo da ordem de 1,66 um). Os espetros foram medidos na regido 400-4000 cm, com

incrementos de 4 cm™ e fazendo 16 varrimentos para cada espetro.

2.7.4. Difracao de raios-X de baixo e alto angulo (SWAXS)

Os raios-X sdo ondas eletromagnéticas na ordem dos 102 a 102 A, gue podem interagir com a
matéria por intermédio de trés processos principais: absorcdo, refracdo ou reflexdo 7. Quando estamos
perante materiais cristalinos, em que os atomos estdo organizados de forma regular e ordenada, é
possivel a observacao de fenomenos de difracao provocados pela existéncia de distancias fixas entre

planos de atomos que sao da mesma ordem de grandeza do comprimento de onda da radiacao incidente.
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Tal como referido na seccao 2.7.1.2., os diferentes estados fisicos das bicamadas lipidicas
apresentam o sufixo “cristalino”. Assim, por exemplo, o estado fluido de uma membrana ou de uma
bicamada lipidica nao é um estado liquido, mas um estado liquido-cristalino. Esta designacao decorre do
facto de as bicamadas lipidicas, mesmo no seu estado fluido, apresentarem uma certa organizacao
estrutural repetida, o que leva a que a difracdo de raios-X por bicamadas lipidicas seja possivel e possa

ser interpretada por analogia direta com uma rede cristalina de difracao.

1

Ondas 2
incidentes

3

Figura 2.8 - Esquematizacao da difracao de raios-X por bicamadas de fosfolipidos de espessura d na direcdo perpendicular

ao seu plano e

Os planos das bicamadas lipidicas atuam como espelhos paralelos que difratam os raios-X,
introduzindo diferencas de fase nas ondas incidentes (1, 2 e 3) devido as suas separacdes espaciais
(Figura 2.8.). Se a diferenca de fase introduzida na separacdo das ondas incidentes for um multiplo
inteiro (n) do comprimento de onda incidente (A), a radiacdo difratada interferira construtivamente,

originando uma reflexdo de acordo com a Lei de Bragg ®:

nA=2d sen(d) (Equagzo 9)

Onde 0 ¢ o angulo entre a radiac&o incidente e o plano da bicamada (plano de Bragg) e d é a distancia
entre dois planos da membrana consecutivos.

O resultado destes estudos € um difratograma com uma série de picos correspondentes a
distintos valores do angulo de difracdo 20. Cada pico (pico de Bragg) indica um plano cristalografico
especifico de uma dada fase, que difratou a radiacao incidente segundo a lei de Bragg. Uma vez obtido

o padrao experimental de difracdo, a posicao (S em Al) e a intensidade dos picos (I em unidades
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arbitrarias) podem ser facilmente medidos de forma a determinar a estrutura das bicamadas lipidicas
analisada.

A difracéo de raios-X de baixo angulo (SAXS, do inglés small-angle X-ray scattering) permite avaliar
distancias de longo alcance da estrutura lipidica: espessura da bicamada mais a camada de hidratacao.
Para além disso, esta técnica possibilita ainda inferir acerca da fase lipidica da amostra através da
posicao dos picos de Bragg 2.

Por outro lado, a técnica de difracdo de raios-X de alto angulo (WAXS, do inglés wide-angle X-ray
scattering) fornece informacdes sobre distancias de curto alcance da estrutura lipidica, nomeadamente,
as distancias entre as cabecas de fosfolipidos. Esta técnica permite assim analisar o empacotamento
lipidico, o qual pode ser utilizado para diferenciar as varias fases lamelares -,

Os estudos de SAXS e WAXS foram feitos com o objetivo de analisar o efeito da incorporacéo do
TDF e FTC na ordem e empacotamento lipidico, permitindo assim complementar os estudos das
alteracdes biofisicas induzidas por estes farmacos. Para tal, foram preparadas amostras de bicamadas
de DPPC sem farmacos; bicamadas de DPPC com TDF; bicamadas de DPPC com FTC e bicamadas de
DPPC com FTC:TDF (7:4).

Para a preparacao das amostras, os farmacos foram co-solubilizados com o0 DPPC numa mistura
cloroformio-metanol (9:1, v/v) de forma a obter a fracdo molar farmaco/lipido pretendida, sendo que a
concentracdo de lipido final em cada amostra era de =#15-20 % m/v. Apds dissolucao dos compostos nos
solventes organicos, a preparacao dos MLV seguiu as mesmas etapas descritas para o método de
hidratacdo do filme lipidico segundo o processo descrito na seccao 2.3. Apos a hidratacao e formacao
das vesiculas lipidicas, as amostras de MLV (90 pL) foram transferidas para capilares de vidro
(Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Alemanha; didametro 0,1 mm) e centrifugadas a 1000 rpm para permitir a
sua deposicdo no fundo do capilar, a destruicao dos MLV e a formacao de bicamadas lipidicas. A
extremidade oposta ao fundo do capilar foi selada & chama e os capilares foram colocados no suporte
de amostras com controlo de temperatura. As amostras foram entao analisadas por difracdo de raios-X
de baixo e alto angulo (SAXS e WAXS) numa fonte sincrotrao produtora de radiagdo com um comprimento
de onda fixo de 0,15 nm (Elettra Sincrotrone Trieste, Italia). A luz difratada foi analisada por um sistema
de detetores lineares durante os varrimentos de aquecimento e arrefecimento a uma velocidade de 1 °C
min-t. Os espacos reciprocos S=1/d foram calibrados para os estudos de SAXS usando um padrdo de
difracdo de behenato de prata (AgC.H«0:) e para os estudos de WAXS com o acido p-bromobenzéico
(C/H:sBrQ). Inicialmente foram feitas exposicdes estaticas da amostra para obter informacdes acerca das

estruturas formadas depois da sua preparacdo. Os estudos subsequentes foram realizados em intervalos
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de temperaturas de 5 a 70 °C (1 °C min™1). Entre os ciclos de determinacéo de difracdo resolvida no
tempo realizaram-se exposicdes estaticas da amostra abaixo (20 ° C) e acima (55 °C) Tm, que foram

comparadas para garantir a qualidade da amostra e excluir qualquer possibilidade de dano da radiacao.

2.7.5. Estudos reoldgicos dos géis

A reologia pode ser definida como o estudo das propriedades de fluxo, fluidez e deformacéao da
matéria em liquidos, soélidos e semissoélidos. O estudo das propriedades reologicas € de extrema
importancia quando se considera a via de administracao tépica para aplicacao farmacéutica uma vez
que permite a previsao do comportamento da formulacdo perante a acdo mecéanica, no momento da
administracao, ou a previsao de como as suas propriedades se poderao alterar /n7 vivo sendo que a sua

performance e potencial terapéutico dependerao em larga medida destas propriedades 2.

Comportamentao reologico

Newtonianos Nao newtonianos
K—%\
Viscoelasticos  Dependentes do tempo Independentes dotempo

N

Tixotrapicos  Reopécticos  Plastico  Pseudoplastico  Dilatante

Figura 2.9 - Esquema da classificacdo do comportamento reologico dos fluidos, com base na relacao entre a viscosidade e

a tensao de corte.

A relacdo entre a viscosidade e a tensdo de corte revela a natureza do comportamento reolégico,
que pode ser do tipo Newtoniano ou ndo Newtoniano (Figura 2.9.). Nos sistemas Newtonianos verifica-
se uma proporcao direta entre a tensao de corte (1) e a velocidade de corte (y), onde a viscosidade &
constante. Pelo contrario, nos sistemas nao newtonianos ocorre uma variacao da viscosidade em funcéo
da tensao de corte e estes podem ser subdivididos em plasticos, pseudoplasticos ou dilatantes (Figura
2.10.). Mais concretamente, o comportamento plastico caracteriza-se por necessitar de uma tensao
minima de corte para que exiba fluidez; os pseudoplasticos exibem uma diminuicédo da viscosidade com

0 aumento da velocidade de corte e os dilatantes exibem um aumento da viscosidade com o aumento
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da velocidade de corte. Para além disso, estes sistemas podem apresentar tixotropia, isto €, uma
diminuicdo da viscosidade com o tempo; ou reopexia, caso a viscosidade da formulacado tenda a

aumentar em funcdo do tempo.

Tixotropico

Reopéctico

Tensao de corte (t) [Pal
Tensao de corte (T) [Pa]

\J

Velocidade de corte (y) [s™] Velocidade de corte (v) [s]

Figura 2.10 - (A) Comportamento dos fluidos newtonianos e nao newtonianos em funcao da velocidade de corte e respetiva

tensado de corte e (B) Representacdo do comportamento de fluidos nao newtonianos dependentes do tempo.

Nestes ensaios pretendeu-se avaliar o efeito da incorporacdo de diferentes formulacoes
lipossomais no perfil reolégico de ggéis hidrofilicos e, para além disso, estudar de que forma
concentracdes crescentes de uma solucao de mucina interagem com a estrutura tridimensional da base
semissodlida. A analise reologica dos varios géis foi feita com recurso a um viscosimetro rotacional
FUNGILAB, série EVO Expert L (Reagente 5, Portugal), e o seu comportamento foi avaliado através da

variacao da tenséo de corte (t, Pa) em funcéo da velocidade de corte (y, s™).

2.7.6. Estudos de desativacao de fluorescéncia em estado estacionario

A mucina é uma glicoproteina filamentosa que apresenta na sua constituicdo aminoacidos
fluorescentes (triptofanos) conferindo-lhe uma marcacéo intrinseca sem ser necessario recorrer a sua
marcacao com fluordforos extrinsecos. A emissao de fluorescéncia da mucina é, portanto, a caracteristica

do triptofano e ocorre entre 300-500 nm apds uma excitacao entre 270-280 nm.

88



De modo a determinar as propriedades mucoadesivas dos nanotransportadores lipidicos, isto &, estimar
0 seu grau de ligacdo ou adsorcdo a mucina foram realizados estudos de avaliacdo da desativacédo da
fluorescéncia intrinseca da mucina.

Assim, preparou-se uma suspensdo aquosa de mucina (0,4 mg/mL) e procedeu-se ao tracado
do espetro de emissdo de fluorescéncia entre os 285 aos 460 nm obtido pela excitacdo a um
comprimento de onda de 270 nm. Apds a adicao de formulagdes lipossomais (200 M) a suspensao de
mucina, procedeu-se novamente ao tracado do espetro de emissdo, avaliando a desativacdo de
fluorescéncia promovida pela interacao dos nanossistemas e a mucina.

Uma vez que a carga superficial dos lipossomas pode ditar uma maior ou menor interacao com
a mucina, foram testados LUV com carga superficial positiva (DODAC), negativa (DMPG) e neutra

(DMPC).

2.8. Eficiéncia de encapsulamento dos farmacos nas formulagdes lipossomais

A determinacao da eficiéncia de encapsulamento ¢ um dos parametros mais importantes a ter
em consideracdo aquando do desenvolvimento de um nanotransportador para veiculacdo de compostos
bioativos. Idealmente, seria expectavel que o teor de farmaco adicionado as formulacoes lipossomais
fosse totalmente encapsulado, contudo certos fatores como por exemplo a solubilizacdo dos compostos
na fase aquosa ou a sua retencéo nas membranas de policarbonato apds passagem das vesiculas pelo
extrusor poderdo comprometer o seu sucesso.

Para determinar a EE % dos farmacos nas formulacbes lipossomais colocou-se
1 mL de formulacdo em unidades filtrantes (Amicon® 100 kDa), procedendo-se & centrifugacdo das
mesmas a 3000 rpm durante 20 minutos. Apds centrifugacao e separacao das fases lipidica e aquosa,
procedeu-se ao doseamento espetrofotométrico do farmaco na fase aquosa (filtrado) como descrito em

2.6. A EE % ¢é determinada pela seguinte expressao:

Farmaco]otal — [Firmaco]fijtrado

EE (%) =\ x 100 (Equaczio 10)

[Farmaco]otal

Sendo [Farmaco]m« a concentracdo de farmaco doseada na fase aquosa (e, portanto, a
concentracdo de farmaco ndo encapsulado) e [Farmaco]w. a concentracéo total de farmaco adicionada
no processo de encapsulamento. Uma vez que este é um método indireto de doseamento, de onde se

infere a quantidade de farmaco encapsulada, através do doseamento da quantidade nao encapsulada,
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foi ainda possivel confirmar a EE % por doseamento direto do farmaco na fase lipidica recorrendo a

derivacdo dos espetros conforme o descrito em 2.6.

2.9. Estudos /n vitro da cinética de libertacao dos farmacos

De modo a determinar o perfil de libertacdo dos farmacos a partir das formulacdes desenvolvidas
recorreu-se ao método /77 vitro de difusdo através de membranas de dialise (SnakeSkin®, poro 3,5 kDa,
VWR, Portugal). A libertacao dos farmacos foi analisada num meio de dissolucao aquoso e decorreu a
partir de diferentes sistemas:

i) Formulacoes lipossomais

ii) Formulacoes lipossomais incorporadas em géis hidrofilicos;

iii) Formulacoes lipossomais incorporadas em nanofibras poliméricas.

Estas diferentes plataformas de entrega permitiram estabelecer relacdes entre os diferentes

perfis de libertacao:

a) comparacao do perfil de libertacdo do TDF quando disperso em agua; encapsulado em
lipossomas com crescentes graus de rigidez; ou encapsulado em lipossomas incorporados
num gel hidrofilico;

b) comparacéo do perfil de libertacdo da FTC quando dispersa em agua; ou incorporada num
gel hidrofilico;

c) perfil de libertacdo do TDF/FTC quando encapsulados em formulacdes lipossomais que
estao incorporadas em nanofibras poliméricas e quando ambos se encontram incorporados

no gel, estando o TDF encapsulado e a FTC livre.

Neste sentido, procedeu-se a preparacao prévia de geéis hidrofilicos tal como descrito na seccéo
2.4., de nanofibras poliméricas através da técnica de electrospinning como descrito na seccao 2.5. e de
lipossomas com uma concentracdo igual a 9 mM cujo encapsulamento foi realizado pelo método de
hidratacao do filme lipidico descrito na seccéo 2.3.

Para as varias formulacoes a testar foi predefinido um volume (2 mL) a colocar no interior da
manga de dialise sendo esta posteriormente fixada e imersa num recipiente contendo 15 mL de meio de
dissolucédo aquoso.

De modo a garantir a reprodutibilidade do método, cada formulacdo foi preparada e analisada
em triplicado. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética (120 rpm) a 37+0,5 °C e coberto, para

prevenir a evaporacao do meio de dissolucado durante o ensaio. Ao longo do tempo total de ensaio (24
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h) foram recolhidas, em intervalos de tempo predeterminados (0, 0,083, 0,167, 0,250, 0,5, 0,750, 1,
2,3,4,5,6, 7, 24 h), aliquotas de 1 mL de meio de dissolucéo, volume este que era reposto pela adicdo
de 1 mL de meio de dissolucao fresco. A concentracdo de farmaco libertada foi determinada por
espetroscopia UV/Vis (como descrito em 2.6.). O valor cumulativo de farmaco libertado foi calculado e
expresso como uma percentagem do maximo teérico de teor de farmaco e representado em funcédo do

tempo, obtendo-se assim um perfil de libertacao do farmaco.

2.10. Estudos de permeacdao membranar dos farmacos

0 estudo da taxa de permeacdo membranar dos farmacos foi realizado /n vitro com recurso a
células de difusao de Franz (V-Series Stirrers for Franz Cells; PermeGear, USA). Como ilustrado na Figura
2.11., este sistema ¢ constituido por uma camara dadora onde se coloca a amostra em estudo e por
uma camara recetora que conttm o meio de dissolucao. Para além disso, a separar os dois
compartimentos, foi colocada uma membrana polimérica sintética com o objetivo de mimetizar a
permeacdo membranar epitelial (membrana de polissulfona area de difusdo de 0,64 cm?) e através da
qual se avaliou o perfil de difusdo do farmaco. A utilizacdo de membranas sintéticas (e.g. silicone,
celulose ou polissulfona) neste tipo de ensaios é considerada adequada pela FDA para a avaliacdo da
performance terapéutica de formulacdes topicas ¢, Apesar de ndo mimetizarem o ambiente lipidico
natural, estas membranas permitem retirar ilacdes a cerca da particdo e difusdo de agentes bioativos 2.

Os estudos de permeacdo membranar foram realizados no Departamento de Engenharia
Bioldgica da Universidade do Minho, no Campus de Gualtar. O procedimento experimental consistiu na
adicao de 800 pL de uma amostra de farmaco livre ou encapsulado em LUV de DMPC na camara dadora
e 5 mL de solucdo aquosa na camara recetora. O liquido recetor foi mantido a 37 °C utilizando um
banho de agua circulante continuamente homogeneizado com agitacao magnética. Posteriormente, e a
diferentes tempos de ensaio (0, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 h), foram retiradas aliquotas de 400 uL do
compartimento recetor procedendo-se a quantificacao do farmaco por espetrofotometria UV/Vis tal como

descrito na seccao 2.6.
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Figura 2.11 - Célula de difuséo de Franz. E constituida por dois compartimentos principais: a camara dadora, onde é colocada

a amostra e a camara recetora. A separar estes dois sistemas encontra-se a membrana de polissulfona, através da qual
ocorre a permeacao do farmaco para a camara recetora. Para além disso, possui ainda dois tubos paralelos que permitem a
entrada e saida de agua de modo a garantir a manutencéo da temperatura e um tubo coletor através do qual é retirada a

amostra e reposto o volume da cdmara recetora com meio de dissolucéo fresco.

2.11. Estudos de viabilidade celular

Com o intuito de avaliar a citotoxicidade das formulacées em estudo, procedeu-se a realizacao
do ensaio de MTT, brometo de ((3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazoélio), em duas linhas celulares
distintas: células de origem endometrial (HEC-1-A) e cervical (CaSki) (ATCC, EUA), utilizadas da
passagem 22 a 27 e da 23 a 28, respetivamente.

Este ensaio ¢é do tipo colorimétrico e estuda a atividade metabolica da célula ao nivel mitocondrial
através das desidrogenases presentes neste compartimento 22, O MTT é um corante amarelo soluvel em
agua que, em células viaveis, ¢ metabolizado e reduzido a cristais de formazano adquirindo uma
coloracao purpura. Estes cristais, apos solubilizacdo, podem ser quantificados por espetrofotometria
UV/Vis ao comprimento de onda de 570 nm, sendo assim possivel estimar a viabilidade mitocondrial
das células que sera diretamente proporcional a viabilidade celular. 22

As células HEC1-A foram mantidas em meio de McCoy's bA e as CaSki em meio RPMI 1640,
ambos modificados com 10 % de soro fetal bovino (FBS, do inglés fetal bovine serum) e suplementados
com 100 pg/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Ambas as linhas foram cultivadas em
frascos T75 até que fosse atingida uma confluéncia de cerca de 90 % para, de seguida, se proceder ao
seu plagueamento em placas de 96 pocos. Para tal, definiu-se uma concentracao de 10,000 células em

200 pL de meio de cultura por pogo e procedeu-se a incubacao das placas por um periodo de 24 h, a
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uma temperatura de 37 °C numa atmosfera saturada de agua e com 5 % de CO.. Posteriormente, fez-
se a remocdo e substituicdo do meio de cultura por meio fresco contendo as diferentes formulacdes
lipossomais. Para tal, prepararam-se solucdes concentradas de lipossomas (10 mM) e de farmaco (100
uM), testando-se trés formulacdes distintas: lipossomas placebo, lipossomas com TDF encapsulado e
lipossomas com FTC encapsulado. Estes sistemas foram diluidos serialmente (F.D.= 10) em meio de

cultura de modo a testar cinco concentracdes distintas, tal como indicado na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Concentracoes de lipossomas e de farmaco testadas nos ensaios de viabilidade celular. a) Lipossomas testados

na auséncia de farmaco (formulacoes placebo) e b) Lipossomas com farmaco encapsulado.

a) b)
[Lipossomas] uM  [Farmaco] uM [Lipossomas] pM  [Farmaco] pM
1000 1000 10
100 100 1
10 - 10 0,1
1 1 0,01
0,1 0,1 0,001

Para além disso, foram ainda realizados controlos negativos e positivos na propria placa. O
primeiro realizou-se por adicdo de meio fresco as células e o segundo por adicado de Triton X-100 (1 %),
capaz de reduzir significativamente a viabilidade celular. As células foram incubadas durante 24 h com
as formulacdes e, no final, fez-se a aspiracao do conteudo de cada poco seguido de duas lavagens com
200 uL de tampao fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline) de modo a remover qualquer
excipiente. Por ultimo, adicionou-se a solucao de MTT em PBS (5 mg/mL) previamente preparada e
diluida em meio de cultura na razéo de 1:9 (concentracao final de MTT: 0,5 mg/mL) e deixou-se a placa
a incubar durante 4 h no escuro. No final, aspirou-se todo o volume dos pocos e procedeu-se a
solubilizacdo dos cristais de formazano com a adicao de 200 uL DMSO por poco. A placa foi mantida
em agitacao durante cerca de 15 minutos de modo a garantir que todos os cristais eram solubilizados

sendo, mais tarde, medida a absorbancia a 570 nm da mesma num leitor de placas (Biotek Synergy 2,
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EUA). Foi também realizada uma leitura a 630 nm, sendo os valores utilizados como fundo inespecifico
e deduzidos aos valores obtidos a 570 nm.

Os resultados foram analisados de acordo com a equacao 11:

Abs ;
Viabilidade celular (%) = At;;f“‘“'a@“ MEL %100 (Equacéo 11)

controlo positivo
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CAPITULO 3

o

RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. Ensaios de pré-formulacao

1.1. Previsao /n sifico de descritores moleculares para apoio ao desenvolvimento

de uma formulagéo

Recorrendo ao software da Chemaxon® com o moédulo MarvinSketch® foi possivel calcular e
estimar importantes parametros fisico-quimicos com base na estrutura da molécula do TDF e da FTC,

tal como pode ser observado na Figura 3.1.

NH.,
NH,
F N
- 2
i~ M / N N 0 CH,
| a2 o
HO N A
—o0 © o CH;, @ OH
5 N f \/l . o CH, HO)J\/\(
(o]
CHE \/ \r( \( I
o CH,
Peso molecular PSA
12472 Da ; ; 88,15 A2; Peso molecular PSA ASVW LogP
. A2 . A2 . H H
ASVW LogP :6355Da: . 18544 A° . . 75335A° . 2,65
. 279,83 A2, 0,9 .
Bt el N° aceitadores H N° dadores H
N° aceitadores H N° dadores H 10 S
{5 i .

Figura 3.1 - Estudo /n silico de alguns parametros fisico-quimicos tendo por base a estrutura molecular da emtricitabina
(esquerda) e do tenofovir disoproxil fumarato (direita), obtidas com recurso ao software da Chemaxon® incorporado com o
modulo MarvinSketch®. Abreviaturas: ASVW, area de superficie de Van der Waals; LogP, coeficiente de particdo (num sistema

octanol/agua) e PSA, area da superficie polar.

A partir destes parametros, é possivel retirar algumas consideraces sobre: ionizacao,
lipofilicidade, solubilidade, permeabilidade e classificacdo biofarmacéutica, parametros que serao

avaliados nas seccoes seguintes.
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1.1.1. lonizacao

Com recurso ao software da Chemaxon®, foi realizada uma previsao tedrica dos valores de pKa
dos farmacos em estudo e concluiu-se que, a semelhanca do que é descrito na literatura, a molécula de
TDF apresenta um valor de pKa igual a 3,75 #. Pelo contrario, a previsao /n silico do pKa da FTC
apresentou um valor de pKa mais baixo que o reportado (pKa=1,75 em vez de 2,65)* e que esta
associado a ionizacdo da amina primaria da molécula. No entanto, um pKa=2,65 corresponde a um
pKb=11,35 de onde se pode determinar uma constante de dissociacdo muito baixa (Kb=4,47x1071) e
que indicia, desde ja, a baixa probabilidade de ionizacao deste grupo. Se considerarmos o valor tedrico
obtido (pKa=1,75) a constante de dissociacdo da FTC sera ainda mais baixa (Kb=5,62x107%). Assim, a
ionizacao do grupo amina, embora possivel, & altamente improvavel, até pela presenca de um grupo
halogenado (F), muito eletronegativo em posicao orfo em relacdo ao grupo amina, o que retirara
reatividade ao par de eletrdes nao ligantes do N da amina. Além disso, apenas a valores de pH<pKa
podera ocorrer esta ionizacao, o que em termos fisiologicos é altamente improvavel, uma vez que valores
tao baixos de pH so6 sdo possiveis ao nivel gastrico em situacdes de jejum *, Uma vez que se pretende
que este farmaco atue, num contexto profilatico, como um microbicida de administracao vaginal é
importante avaliar a sua ionizacao aos valores de pH passiveis de encontrar apés administracao. Assim,
numa situacdo de administracdo tépica vaginal, pré-ejaculacdo (3,5<pH<4,5)® ou pds-ejaculacao
(7,0<pH<8,5) = a molécula de FTC encontrar-se-a na forma neutra.

No caso particular do TDF, e perante valores de pH<pKa, é evidente a clara predominancia de
uma isoforma de TDF carregada positivamente devido a protonacdo do grupo amina enquanto que, face
a valores de pH>pKa a molécula se encontra maioritariamente no seu estado neutro (Figura 3.2). Como
tal, no contexto de administracao topica vaginal, o TDF apresentar-se-a também maioritariamente na sua

forma neutra.
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Figura 3.2 - Representacao grafica da distribuicdo de microespécies de FTC e TDF em fungédo da escala de pH bem
como do valor de pKa do farmaco
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1.1.2. Lipofilicidade

Como descrito na seccdo anterior, ao nivel fisioldgico a molécula de FTC encontra-se no estado
neutro o que se traduz num LogP = LogD, com um valor previsto de -0,90 que vai de encontro aos valores
obtidos experimentalmente =. Um LogD < 0 é considerado um valor baixo e, por isso, indicador do carater
hidrofilico e elevada capacidade de solubilizacdo do composto em ambientes aquosos. Para além disso,
um LogD < 0 é caracteristico de compostos que apresentam uma absorcdo preferencial por via
paracelular, uma baixa permeabilidade através das bicamadas lipidicas, uma baixa absorcao e
penetracao na BHE e, por ultimo, uma eliminacao renal elevada =222, Contrariamente a FTC, a previsdo
in sifico do LogP do TDF (2,65) indica que este farmaco tem uma lipofilicidade moderada (O<LogP<3)
w222 sendo 0 valor tedrico obtido superior ao reportado (1,25) . Compostos com lipofilicidade moderada
tém sido descritos como possuindo um bom equilibrio entre solubilidade e permeabilidade, o que tem
um impacto positivo no seu desempenho terapéutico. Apesar destas caracteristicas terapéuticas
favoraveis é necessario atentar noutros fatores, como a PSA e o niumero de grupos de dadores e
aceitadores de H que, em caso de serem elevados, conferem aos farmacos uma grande polarizabilidade
23, De facto, o TDF apresenta uma elevada PSA e um grande niimero de grupos aceitadores de H (Figura
3.1), sendo expectavel que este farmaco seja capaz de efetuar ligacdes do tipo pontes de H com diversas
interfaces biolégicas, o que pode prejudicar tanto a sua permeabilidade, como a sua absorcdo e a sua
distribuicao, que se torna inespecifica por tecidos nao-alvo.

No contexto de uma administracao vaginal profilatica, a lipofilicidade dos farmacos aqui descrita
apresenta alguns desafios. Por exemplo, a FTC possui uma lipofilicidade baixa que podera motivar uma
rapida eliminacao através do “furnover’ dos fluidos vaginais, e o TDF apresenta uma lipofilicidade
moderada e elevada polarizabilidade que poderao motivar a sua ligacdo as redes de mucina presentes
NO MUCO e 0 seu consequente “aprisionamento” nesta barreira fisioldgica. De acordo com esta previsao,
a formulacéo desenvolvida para o encapsulamento da FTC, tera que permitir a solubilizacdo do composto,
e melhorar as suas propriedades. Assim, depreende-se que uma formulacao ideal devera ter um caracter
anfifilico, com zonas polares onde a solubilizacdo do farmaco sera preferencial e zonas apolares que lhe
confiram uma maior lipofilicidade e residéncia no local de administracao. Ja a formulacao desenvolvida
para o0 encapsulamento do TDF, tera que possuir regides apolares onde a solubilizacao do composto seja
possivel, protegendo-o preferencialmente de interacoes que possa estabelecer com as interfaces

bioldgicas que nao constituam o seu tecido alvo, como € o caso das redes de mucina.
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1.1.3. Solubilidade

Através da analise do grafico da solubilidade expressa em mg/mL em funcdo do pH,
representado na Figura 3.3, é possivel concluir que a solubilidade da FTC ¢ menor (7,67 mg/mL) em
ambientes aquosos acidos, neutros e basicos. Da mesma forma, podemos igualmente inferir por analise
da Figura 3.3 que a solubilidade do TDF em meios acidos, neutros e basicos € mais baixa (1,24 mg/mL)
aumentando apenas (138,34 mg/mL) para valores de pH extremamente acidicos.

A solubilidade destes farmacos em agua €, no entanto, considerada elevada (> 1 mg/mL), sendo
menor para o TDF que esta perto do limite entre uma solubilidade elevada e uma solubilidade moderada
(0,001 mg/mL a1 mg/mL). A solubilidade elevada destes farmacos determina, mais uma vez, que estes
sejam formulados em sistemas anfifilicos que lhes confiram maior tempo de retencdo apds
administracdo, maior capacidade de permeacdo (por exemplo das células do epitélio vaginal, para

atingirem o seu alvo viral) 2¢ sem, no entanto, comprometerem a sua difusdo nos fluidos aquosos vaginais
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Figura 3.3. - Representacéo grafica da solubilidade intrinseca da FTC e do TDF (mg/mL) em funcédo do pH. Elaborada com

recurso ao software MarvinSketch®.
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1.1.4. Permeabilidade

De acordo com a regra “rule of 5” de Lipinski, apenas apresentam baixa permeabilidade e baixa
absorcdo compostos que possuam pelo menos 2 das seguintes caracteristicas: LogP > 5; Peso molecular
> 500 Da; Dadores de H > 5 e aceitadores de H >10 2, Face a isto, a FTC nao apresenta problemas
relativamente a sua permeabilidade contrariamente ao TDF cujo peso molecular e numero de aceitadores
de hidrogénio ultrapassam os valores estipulados. No entanto, a regra de Lipinski é bastante abrangente
e a permeabilidade pode ser analisada de forma mais detalhada e em funcdo do tipo de tecido.

Por exemplo, de modo a estudar a permeabilidade dos farmacos através do epitélio intestinal, é
de particular interesse atentar aos seus valores de PSA e de LogD que deverao, idealmente, ser menores
que 120 Az e maiores que O respetivamente para que a permeacao seja bem-sucedida. Neste sentido, &
possivel concluir que a permeacao da FTC através do epitélio intestinal podera ser dificultada porque,
apesar de apresentar um PSA favoravel de 88,15 Az (< 120 A?), tem um LogD <0 que dificulta a sua
penetracao ao nivel intestinal. Da mesma forma, a permeacao gastrointestinal do TDF também sera
comprometida devido ao seu elevado valor de PSA (185,44 A2), apesar de o seu LogD > 0. Estes valores
permitem ainda concluir que o transporte da FTC através das membranas seria do tipo paracelular ao
passo que o TDF seria transportado, muito provavelmente, por via transcelular.

Foi estabelecido, com base em medicdes de permeabilidade dos farmacos através da mucosa
vaginal humana, que esta €, supostamente, mais permeavel que a mucosa intestinal. 2. No entanto, os
farmacos testados ndo sdo normalmente adequados para aplicacdo oral devido a sua profunda
degradacao enzimatica intraluminal por proteases/peptidases, extenso metabolismo de primeira
passagem ou propriedades fisico-quimicas problematicas. Até a data, ndo foram realizados estudos com
farmacos “ndo problematicos” (isto &, farmacos sem problemas biofarmacéuticos extremos) para, com
certeza, determinar a boa permeabilidade da mucosa vaginal como regra . Assim, apesar de existirem
varios preditores que fornecem as regras de uma boa permeacao através do epitélio intestinal, esses
preditores ndo sao diretamente correlacionaveis com a permeacao vaginal, sendo necessarios ainda
muitos estudos para estabelecer relacbes de causalidade neste tipo de administracao.
Independentemente disso, € possivel afirmar que as propriedades fisico-quimicas tais como 0 peso
molecular, lipofilicidade, ionizacao, carga de superficie e natureza quimica podem influenciar a absorcao
dos farmaco na vagina, sendo geralmente aceite que farmacos lipofilicos de baixo peso molecular sao
suscetiveis de ser mais absorvidos que farmacos lipofilicos ou hidrofilicos de grande peso molecular 2.

Neste contexto as formulacoes desenvolvidas para a entrega vaginal de farmacos sao muito importantes,
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pois podem, para além de modular a libertacdo do farmaco, modular também a capacidade de penetrar

no epitélio de revestimento vaginal 2.

1.1.5. Classificacdo Biofarmacéutica

O sistema BCS relne alguns dos descritores moleculares discutidos anteriormente para uma

classificacao dos farmacos numa de quatro classes (Figura 3.4).

BCS Classe | BCS Classe |

PERMEABILIDADE

BCS Classe ill BCS Classe IV

S

SOLUBILIDADE

Figura 3.4 - Divisdo dos farmacos segundo o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (BCS).

De acordo com os descritores determinados /n siico, a FTC ¢ um farmaco com elevada
solubilidade e com um LogP <0 o que a colocaria numa classe BCS lll. No entanto a regra de Lipinski
sugere que este composto ndo apresenta problemas de permeabilidade pelo que a sua classificacao BCS
seria de classe |, sendo esta efetivamente a classificacdo reportada para este farmaco 2. O TDF é
igualmente considerado um farmaco com elevada solubilidade, no entanto apesar da lipofilicidade
adequada, apresenta ainda um numero elevado de grupos aceitadores de H e elevado peso molecular
que lhe conferem problemas de permeabilidade. Assim, a previsdo tedrica aponta para uma BCS de
classe Ill que é confirmada pela classificacdo reportada para este farmaco 22, E de notar que um novo
sistema designado por BDDCS (do inglés Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System)
propds uma classificacdo mais atualizada, tendo por base uma definicao mais especifica de
permeabilidade, de 927 farmacos, e segundo este sistema o TDF e FTC pertencem ambos a classe llI
20, Segundo a Tabela 2.3 (seccdo Métodos) esta classificacao biofarmacéutica dita que sdo necessarias
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estratégias para aumentar a permeabilidade destes farmacos, usando promotores de permeacdo e
componentes bioadesivos.

Assim, estes estudos de pré-formulacdo permitiram delinear uma estratégia baseada no
desenvolvimento de nanossistemas lipidicos que, pelo seu caracter anfifilico, constituem vetores
interessantes para a incorporacado de farmacos com diferentes lipofilicidades; e que, pela sua composicdo
mimética de membranas, sdo sistemas naturalmente promotores da permeacao dos farmacos que
transportam. A versatilidade de composicdo destes sistemas permite ainda alterar a sua superficie de

forma a controlar a sua bioadesividade.

2. Desenvolvimento e caracterizacdo da formulagdo

Apds a etapa de pré-formulacdo, onde se compreendeu os farmacos em estudo e os seus
desafios, as etapas de desenvolvimento da formulacdo foram seguindo um racional de resposta a
algumas questdes. Estas questdes, a seguir apresentadas, foram colocadas perante a proposta de
desenvolver um nanossistema lipidico para a veiculacdo de TDF e FTC com o objetivo de uma

administracdo vaginal profilatica.

2.1. Qual devera ser a carga superficial da formulacdo sabendo que na

administracao vaginal temos uma mucosa rica em mucina?

2.1.1. Avaliacdo da mucoadesividade

Perante uma administracdo vaginal, um dos fatores que mais condicionam o tempo de residéncia
da formulacao é a sua mucoadesividade 2.

Assim, numa primeira fase, e tendo em consideracao o elevado teor de mucina caracteristico do
ambiente vaginal, desenvolveram-se nanossistemas lipidicos com diferentes cargas superficiais de modo
a determinar a influéncia da carga no grau de mucoadesao. Para tal, LUV com carga superficial positiva
(DODAC), negativa (DMPG) e neutra (DMPC) foram caracterizados relativamente ao seu diametro
hidrodinamico, PDI e potencial T antes e apds interacdo com uma suspensao de mucina sendo ainda

avaliado o efeito dos nanossistemas na fluorescéncia intrinseca da proteina.
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Por analise da Figura 3.5 A é possivel observar que, os sistemas catiénicos, apos contacto com
uma suspensao de mucina, apresentam um grande aumento do seu diametro médio. Este
comportamento foi igualmente demonstrado por Eric Chen et al. 2 que avaliou de que forma a carga de
superficie afetava a mucoadesividade dos nanossistemas, ao medir alteracdes do seu tamanho apos a
interacdo com mucina. Assim, nanossistemas com carga superficial positiva estabelecem interacoes
eletrostaticas com os residuos negativos da mucina, promovendo a formacdo de complexos com um
diametro superior. Pelo contrario, e ainda em concordancia com o reportado por Eric Chen et al., os
sistemas anionicos e neutros ndo sofreram grandes alteracdes de tamanho apos interacdo com a mucina,

havendo até, no caso dos LUV de DMPC, uma ligeira reducdo do tamanho (Figura 3.5 A).
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Figura 3.5 - Estudo do efeito da carga superficial das vesiculas lipidicas no seu grau de mucoadesao por analise do (A)
diametro hidrodinamico; (B) indice de polidispersao; (C) potencial zeta e (D) intensidade de fluorescéncia em que o “A”

representa antes e o “P” representa pos interacdo com uma solucao de mucina.
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Os resultados obtidos sdo facilmente explicaveis se analisamos com mais detalhe cada um dos

LUV testados:

1) A superficie dos LUV de DODAC apresenta uma elevada densidade de cargas positivas devida,
em grande parte, a presenca de um grupo amonio quaternario carregado positivamente a qualquer pH
do meio 2=, Além disso, os LUV de DODAC apresentam-se no estado solido-cristalino ou gel a temperatura
dos ensaios (Tm DODAC=46,9 °C > Tensaio=25 °C) 2 0 que promove a existéncia de um empacotamento
lipidico ordenado e, consequentemente, dificulta ou impede a penetracao de dominios de mucina ao
nivel das caudas de acidos gordos dos LUV . Para além disso, o seu estado gel condiciona que a interacao
entre a mucina e os LUV de DODAC se dé apenas a superficie dos nanossistemas sendo, por isso limitada
ao estabelecimento de ligacdes eletrostaticas entre os grupos carboxilo e sulfato da proteina e os grupos
amonio quaternario catidnicos do DODAC. A mucina adsorvida a superficie dos LUV de DODAC neutraliza
as cargas da superficie dos lipossomas, o que é visivel pela alteracao do seu potencial-{, que passa de
>+40 mV a préximo da neutralidade (Figura 3.5 C). Os sistemas eletricamente neutros tém tendéncia a
sofrer agregacao por falta de repulséo eletrostatica ou porque a mucina adsorvida a superficie agrega
varias vesiculas (Figura 3.6), explicando a formacao de grandes agregados com tamanhos micrométricos

(Figura 3.5 A).
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Figura 3.6 - Representacdo esquematica das possiveis interagdes da mucina com lipossomas de DODAC.
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2) Os sistemas de DMPG possuem um grande numero de fosfatos anionicos que justificam uma
grande densidade de cargas negativas a superficie do sistema e que podem ser confirmadas pelo seu
potencial.{ <-45 mV (Figura 3.5 C). Ao contrario do que sucedia com os sistemas ordenados de DODAC,
0s LUV de DMPG apresentam-se no estado liquido-cristalino ou fluido & temperatura dos ensaios (Tm
DMPG=23 °C < Tensaio=25 °C) #* 0 que condiciona a existéncia de um empacotamento lipidico mais
desordenado. Como tal, ha uma maior facilidade de penetracdo de dominios de mucina ao nivel das
caudas de acidos gordos dos LUV o que proporciona o estabelecimento de interacdes do tipo hidrofobico
entre residuos hidrofobicos de mucina e as caudas dos acidos gordos. O facto de a mucina penetrar no
core dos lipossomas, acaba por diminuir a densidade de cargas negativas a superficie dos nanossistemas
e justifica que o potencial- { se torne menos negativo (<-15 mV, Figura 3.5 C) (Figura 3.7). Esta
observacao é concordante com o reportado por Klemetsrud et al. ¢, em que se verificou que a adicdo
de mucina ao lipido anionico DMPG promoveu igualmente um aumento do seu potencial-{ para valores
menos negativos, o que indica que a densidade de cargas do complexo formado sera semelhante ao da
mucina, sugerindo que esta se encontra adsorvida na superficie dos sistemas. Ao contrario do que
sucedia com o0 DODAC, nao ocorre uma neutralizacao da superficie dos LUV (Figura 3.5 C), o que justifica
que estes se mantenham carregados negativamente e em suspensao por repulsao eletrostatica.
Consequentemente, ndo é expectavel que da interacdo mucina e LUV de DMPG resultem a formacao de

agregados, pelo que ndo se observou um aumento substancial dos tamanhos (Figura 3.5 A).
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Figura 3.7 - Representacdo esquematica das possiveis interacdes da mucina com lipossomas de DMPG.
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3) Os sistemas eletricamente neutros de DMPC, sdo, na realidade, sistemas zwitterionicos com
igual nimero de cargas negativas (atribuidas ao grupo fosfato) e de cargas positivas (atribuidas ao grupo
colina). A neutralidade elétrica deste sistema é comprovada pela determinacéo do seu potencial- préximo
de zero (Figura 3.5 C). A presenca de dois grupos polares de carga oposta possibilita a interacéo
eletrostatica entre os residuos acidos anidnicos da mucina e o grupo catiénico da colina. A menor
densidade de cargas negativas a superficie deste sistema (em comparacdo com o sistema DMPG) néo
constitui um impedimento tao grande a ligacao eletrostatica da mucina e a sua penetracao ao nivel dos
acidos gordos sera provavelmente mais facilitada, quer pela possibilidade de aproximacao a superficie
quer pelo estado fluido das vesiculas (Tm DMPC =23 °C < Tensaio=25 °C) =s(Figura 3.8). A neutralizacdo
da carga positiva dos residuos de colina pela mucina expde a carga negativa dos residuos de fosfato ndo
ligados, o que justifica que os valores de potencial-{ passem de muito proximos da neutralidade a valores
negativos =15 mV (Figura 3.5 C). Assim, ao contrario do que sucedia com o DODAC, nao ocorre uma
neutralizacado da superficie dos LUV (Figura 3.5 C), o que justifica que a carga negativa subjacente seja
suficiente para que os LUV se mantenham em suspensao por repulsao eletrostatica. Como tal, nao ha
formacao de agregados, que teria como consequéncia um aumento do seu tamanho (Figura 3.5 A). No
entanto, e ao contrario do que se passava nos sistemas DMPG, nos LUV de DMPC a interacéo
eletrostatica que ocorre a superficie deve concorrer como processo facilitador a incorporacdo dos
residuos de mucina entre os acidos gordos. Verifica-se alias uma reducéo do tamanho dos LUV por
interacdo com a mucina, o que pode decorrer de uma condensacado resultante das interacoes
hidrofébicas estabelecidas ao nivel do core dos lipossomas, entre os acidos gordos e os residuos

hidrofébicos da mucina (Figura 3.8).
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Figura 3.8 - Representacao esquematica das possiveis interacdes da mucina com lipossomas de DMPC.

Para além da avaliacao da alteracao do tamanho e do potencial-{ dos nanossistemas como prova
de que ocorreu uma interacdo com a mucina, é possivel verificar essa mesma interacdo pela variacdo
dos valores de PDI, verificando-se que apos contacto com a mucina todas as formulacdes sofrem um
aumento do PDI dando origem a populacdes mais heterogéneas (Figura 3.5 B).

Os estudos de desativacao de fluorescéncia (Figura 3.5 D), permitiram confirmar o que acima
se discutiu acerca da interacao entre a mucina e 0s nanossistemas lipidicos. A suspensao aguosa de
mucina apresenta um espetro de fluorescéncia caracteristico da emissdo dos residuos de triptofano
(Figura 3.5 D - espetro a tracejado) =’. Apds a interacdo com a mucina, todos 0s nanossistemas foram
capazes de reduzir significativamente a sua intensidade de fluorescéncia (IF). O DODAC foi o
nanossistema que causou uma menor desativacdo da fluorescéncia intrinseca da mucina, seguido do
DMPG e DMPC que provocaram uma desativacdo aproximada. O DMPC foi, no entanto, o responsavel
pela maior diminuicdo da IF observada e que decorre da interacdo dos nanossistemas com o triptofano.

Assim, como discutido anteriormente, os LUV de DODAC apresentam uma interacdo quase
exclusivamente eletrostatica por adsorcao da mucina as cargas da superficie dos nanossistemas e, de
todos os sistemas, € aquele que apresenta um maior empacotamento lipidico, que nao permitira
penetracao de residuos de mucina nas caudas de acidos gordos lipidicos. Sendo o triptofano parte dos
dominios hidrofébicos da mucina, facilmente se depreende que a desativacao da sua fluorescéncia sera

mais eficaz quando a penetracao dos residuos da mucina ocorre no core lipidico. Tal explica o facto de
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0s LUV de DODAC provocarem menor desativacao de fluorescéncia que os LUV de DMPC e DMPG, uma
vez que nestes ultimos o seu empacotamento favorece a penetracdo dos residuos de mucina no core
lipossomal e, como tal, é provavel a existéncia de interacdes hidrofébicas e maior proximidade aos
residuos do triptofano. E ainda possivel observar que a adicdo dos nanossistemas a suspenséo de mucina
ndo afetou grandemente o Aem maximo, no entanto é de realcar que no caso da interacdo da mucina
com LUV de DODAC ha um pequeno desvio hipsocrémico e no caso da interacao da mucina com LUV
de DMPC ha um pequeno desvio batocromico. Esses desvios observados sao indicativos de alteracao da
conformacao da mucina perante a ligacao aos nanossistemas. Sendo que um desvio hipsocrémico é
indicativo de uma conformacao mais globosa e um desvio batocrémico é resultante de uma conformacéao
mais alongada 2=,

No contexto de desenvolvimento das nanoformulacées para uma administracao vaginal a
administracdo das formulacées nao sera feita diretamente, mas sim apos inclusdo numa base
farmacéutica semissolida (por exemplo em hidrogéis, HG), pelo que se queremos perceber qual sera o
efeito da carga da superficie dos sistemas na mucoadesao, deveremos também estudar a influéncia da
carga superficial das formulacdes por analise reologica dos HG apos incorporacao dos lipossomas e
posterior adicao de uma suspensado de mucina. Primeiramente comecou-se por testar o comportamento
reoldgico do HG (sem a adicao dos nanossistemas) aquando da presenca de diferentes concentracdes
de mucina (Figura 3.9 A). Verificou-se que o aumento da concentracdo de mucina leva a diminuicéo
gradual da viscosidade, o0 que parece indicar uma interacao entre o hidrogel e a mucina no sentido da
quebra da estrutura de reticulacado do hidrogel. Em termos de aplicacado, este aspeto pode ser
interessante no sentido de permitir que na zona da mucosa vaginal o gel liberte a sua carga quando entra
em contacto com a mucina.

Seguidamente testou-se o perfil reoldgico dos HG apos a incorporacdo das formulacdes
lipossomais. Os perfis reolégicos obtidos mostraram que a incorporacdo das formulacdes nos géis
promoveu um aumento da sua viscosidade, com especial destague para o DMPC (Figura 3.9 B). A
diferenca de comportamento reologico tera possivelmente a ver com as diferentes interacoes
estabelecidas entre os nanossistemas carregados e o polimero do HG, sendo a perda de reticulacdo do
gel favorecida pela interacdo com nanossistemas carregados. Ja os LUV de DMPC, sendo nanossistemas
neutros, nao s6 nao afetam a reticulacao do gel, como aumentam a viscosidade da base semissolida
devido a viscosidade inerente as formulacdes coloidais.

Finalmente avaliou-se o perfil reoldgico dos HG contendo as formulacdes na presenca de 25% de

mucina. A adicdo de mucina aos geis provocou uma diminuicdo na sua viscosidade que, no entanto,
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para as vesiculas de DMPC se manteve superior a viscosidade do HG controlo com 25 % de mucina.
Estes resultados indicam que o DMPC foi a composicao lipidica que mais afetou o perfil reolégico do HG
antes e apds a incorporacdo de mucina (Fig. 3.9 C) pelo que as formulacdes neutras terdo, a partida,

uma maior interacdo com a proteina, como também se confirmou pelas técnicas anteriores.
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Figura 3.9 - Perfis reologicos de (A) HG com diferentes percentagens de mucina (0,4 mg/mL); (B) HG apds incorporacéo de
MLV (4 mM) com diferentes cargas superficiais e (C) HG apds incorporacdo de MLV com diferentes cargas superficiais e

posterior adicdo de 25 % de mucina.

Além disso, nos reogramas das formulacdes em HG na presenca da mucina foi possivel observar
uma diminuicao da viscosidade em funcao do aumento da velocidade de corte, demonstrando que as
bases semissolidas apresentam um comportamento ndo-Newtoniano do tipo pseudoplastico. Por outro
lado, também se pode concluir que das bases semissolidas, a que continha LUV de DMPC era a Unica a

apresentar tixotropia, ou seja, uma variacao da viscosidade com o tempo, uma vez que as curvas
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ascendentes de descendentes dos reogramas apresentam uma pequena histerese caracteristica do
comportamento tixotropico 2.

Para a administracdo vaginal das bases semissolidas com fins terapéuticos, o comportamento
pseudoplastico tixotropico é interessante, favorecendo a distribuicdo desta base no canal vaginal devido
aos movimentos de espalhamento do produto e quando os movimentos cessam, a viscosidade retoma
0s seus valores iniciais 222,

Em suma, o grande desafio na entrega vaginal é o tempo de contacto limitado devido a varios
mecanismos de protecao da vagina, levando a curta duracdo de acdo e menor eficacia terapéutica , ou
no caso do objetivo deste trabalho, menor eficacia profilatica. Para permanecer no colo do Utero, a
formulacao deve ter suficiente viscosidade para nao correr para fora da vagina ou fluir para a parte de
tras do colo do utero. O comportamento reoldgico dos géis vaginais € frequentemente dependente do
tipo de agente gelificante utilizado, o que influencia diretamente sua propagacao e propriedades de
retencao apds a aplicacao. A propriedade tixotropica reversivel do polimero permite que as solucdes
fluam para a cavidade cervical, permitindo um contato intimo com a superficie 2+,

A propriedade mucoadesiva das formulacdes foi também testada para trés sistemas de cargas
superficiais distintas. Foram testadas as formulacdes sozinhas ou incorporadas no HG. De todas as
formulacdes desenvolvidas a formulacdo de DMPC exibiu caracteristicas de mucoadesdo e reologicas

aceitaveis para ampliar o tempo de permanéncia na cavidade vaginal e aumentar a eficacia microbicida.

2.2. Qual devera ser a composicao da formulacdo e qual o método de

encapsulamento dos farmacos?

Os nanossistemas zwitteriénicos mostraram, como referido na seccdo anterior, uma maior
interacdo com as moléculas de mucina assim como melhores propriedades reologicas por inclusao num
HG sendo, por isso, os selecionados para os estudos de caracterizacado e performance terapéutica /n
vitro. A proxima questao colocada é relativa a composicao dos nanossistemas, que tendo uma superficie
polar zwitterionica a base de fosfatidilcolina, podem ainda assim ter uma grande variabilidade de cadeias
de acidos gordos, que definirao diferentes cores lipidicos. Assim, nesta seccdo pretende-se analisar o
impacto da composicao lipidica dos nanossistemas e do método de encapsulamento dos farmacos em
diferentes parametros relevantes para a administracao: (i) eficacia de encapsulamento; (i) tamanho, PDI

e carga de superficie e (iii) propriedades biofisicas do nanossistema.
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2.2.1. Determinacao da eficiéncia de encapsulamento dos farmacos

Inicialmente, e seguindo um desenho experimental racional, foram produzidos LUV com
diferentes graus de rigidez por variacdo da sua composicao lipidica de modo a selecionar a formulacao
mais promissora. Para além disso, a encapsulacao do TDF e da FTC foi testada por trés metodologias
diferentes - hidratacdo, mistura direta e incubacdo — com o intuito de selecionar o0 método mais eficaz.
Todos os sistemas foram caracterizados quanto a sua eficacia de encapsulamento, didmetro
hidrodinamico, indice de polidispersao e potencial zeta.

Em estudos prévios com a FTC, cedo se concluiu que devido ao seu reduzido tamanho e natureza
extremamente hidrofilica, a sua encapsulacdo em sistemas lipidicos era muito reduzida (Tabela 3.1)
conseguindo-se apenas um maximo EE % de 15,3 % com o DOPC e 8,8 % com o DSPC. Estes valores
vao de encontro a previsao /n sifico realizada nos estudos de pré-formulacdo que haviam demonstrado a
baixa lipofilicidade da FTC e a sua elevada solubilidade em ambientes aquosos. Apesar dos lipossomas
possuirem, teoricamente, a capacidade de encapsulamento de compostos hidrofilicos no interior aquoso
ou junto das cabecas polares dos fosfolipidos, quando os compostos sdo muito hidrossoluveis e ndo
ionizados, essa capacidade acaba por estar limitada. Isto porque nao existem oportunidades de
estabelecimento de ligacdes eletrostaticas entre o composto e as cabecas polares dos lipossomas, sendo
também dificil o seu aprisionamento no vacuolo aquoso, ja que o farmaco ndo carregado podera permear
a membrana e sair desse vacuolo para o meio externo onde apresenta grande solubilidade.

Desta forma, optou-se por incorporar a FTC diretamente na base semissélida, que sendo um HG
possui caracteristicas que permitem a solubilidade da FTC ao mesmo tempo que apresentam viscosidade
para aumentar o tempo de retencdo do farmaco. Finalmente os HG permitirdo ainda uma co-veiculacao
da FTC e do TDF (veiculado nos lipossomas). Tomada esta decisdo, os estudos do desenvolvimento da

formulacao lipossomal prosseguiram apenas para o TDF.

Tabela 3.1 - Eficacia de encapsulamento da FTC (7,19x10s M) em formulacdes com diferentes graus de rigidez membranar

(4 mM) testada apenas pelos métodos de hidratacao e mistura direta.

Eficacia Encapsulamento (%)

Formulacéo
Hidratacdo Mistura direta
DOPC 8,2 15,3
DSPC 8,8 6,8
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Como se pode observar pela Figura 3.10, os estudos de eficacia de encapsulamento do TDF
revelaram uma incorporacdo quase total do farmaco para todas as formulacdes testadas. Estes valores
vao de encontro a previsdo realizada nos estudos de pré-formulacdo que apontavam para uma boa
lipossolubilidade do TDF (logP=2,65), o que indiciava uma boa capacidade de distribuicdo nas bicamadas
lipidicas.
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Figura 3.10 - Eficacia de encapsulamento do TDF (4x10< M) em formulacdes com diferentes graus de rigidez membranar (4

mM) pelos métodos de hidratacdo, mistura direta e incubacao.

As EE % obtidas para o TDF oscilaram entre 74-89 %, com uma média de encapsulacdo de
aproximadamente 84 %. Estas percentagens de encapsulacdo garantem uma concentracdo cerca de 14-
59 vezes superior ao ICso do VIH-1 (0,5-2,2 uM)= e 6-19 vezes superior ao ICs do VIH-2 (1,6-4,9 uM)e.
Adicionalmente, verificou-se que todos os métodos de encapsulacdo utilizados se revelaram bastante
eficazes e permitiram obter EE % elevadas: cerca de 83 % pelo método de hidratacdo, 85 % pelo método
de mistura direta e 84 % pelo método de incubacdo. Estes resultados sao ligeiramente superiores aos
valores obtidos em alguns estudos conduzidos por Zidan et al.*38241:242 em que se recorreu, igualmente,
a formulacdes lipossomais para a incorporacdo de TFV e se deu particular destaque ao método de
encapsulacdo por hidratacdo do filme lipidico. As vesiculas lipidicas desenvolvidas, para além de
colesterol e de phospholipon 100H (nome comercial para a fosfatidilcolina), apresentavam ainda na sua
constituicdo quantidades varidveis de estearilamina que lhes conferiu carga superficial positiva.

Observou-se que as formulacées com maiores concentracdes de estearilamina foram as que obtiveram
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melhores resultados, com um maximo de 70,84 % de EE %, ao passo que neste trabalho conseguiu-se
um aumento deste parametro em 13 % com os sistemas zwitterionicos.

Para além disso, os lipossomas compostos por DOPC ou DPPC mostraram EE % ligeiramente
superiores face aos restantes sistemas, no entanto nenhuma composicao lipidica se destacou de forma
significativa uma vez que os resultados obtidos foram todos muito préximos, com o valor minimo a ser
registado para o DMPC e o maximo para a mistura DPPC:CHOL (6:4). Os valores de EE % de todos os

sistemas e métodos de encapsulacdo encontram-se detalhados no Anexo 2.

2.2.2. Avaliacdo do tamanho e carga de superficie das formulac¢des lipossomais

Relativamente ao diametro hidrodinamico dos lipossomas, obteve-se um intervalo de tamanhos
entre 86 nme 161 nm, com um tamanho médio igual a 134 nm £ 13,12 nm ( Figura 3.11), valores que
apesar de nao estarem dentro do intervalo de tamanhos considerado 6timo (200-500 nm) para
mucopenetracdao ao longo da mucosa cérvico-vaginal, sdo compativeis com uma capacidade
mucopenetrante razoavel ©.

De um modo geral, verificou-se que nao existem diferencas consideraveis entre as formulacoes
placebo e as formulacdes com o farmaco incorporado, exceto para os LUV de DSPC que apresentaram
um grande aumento do seu tamanho apds a encapsulacdo do TDF. E bem conhecido que a introducéo
de farmacos ou outros compostos nas bicamadas lipidicas afeta de uma forma mais expressiva as zonas
mais organizadas da bicamada (zona polar até ao carbono 9) do que zonas mais desordenadas (core
lipidico a partir do carbono 12) e, portanto, menos sensiveis a introducao de um elemento perturbador
230 mesmo tipo de racional podera ser aplicado aqui e talvez essa maior variacao verificada nos LUV
de DSPC se deva ao facto de este ser o sistema mais rigidamente empacotado, pelo que a introducéo
do farmaco podera, pelo menos inicialmente, perturbar o empacotamento lipidico e originar alteracoes
mais visiveis ao nivel do tamanho dos nanossistemas.

De um modo geral, pela andlise dos resultados, podemos afirmar que o tamanho dos
nanossistemas obtidos nao apresenta uma correlacdo notdria com o método de encapsulamento
utilizado. No entanto uma analise fatorial podera, como uma perspetiva futura, ser aplicada de modo a
fundamentar esta analise empirica.

Para o PDI (Figura 3.11), obteve-se um valor médio de 0,12 + 0,06(< 0,2) que indica que as
formulacbes se encontram, na sua maioria, monodispersas. Verificou-se ainda que o método de

encapsulamento por mistura direta apresenta valores de PDI mais elevados em relacdo aos outros
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métodos, o que estara associado a adicdo prévia do farmaco aos lipidos no momento da formacéo do
filme lipidico. Isto implica que apds a hidratacdo do filme lipidico e durante o processo de auto-
organizacao lipidica (se/fassembling as moléculas de farmaco estejam presentes sendo expectavel que

perturbem a organizacdo e empacotamento lipidicos durante esse processo de selfassembling
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Figura 3.11 - Diametro hidrodinamico médio (nm) e indice de polidispersao das formulacdes lipossomais desenvolvidas (4 mM) antes e apos a incorporacdo de TDF (4x10-5 M), em que P
representa as formulacdes placebo; H as formulacdes lipossomais com TDF encapsulado pelo método de hidratacéo; M.D., as formulacdes lipossomais com TDF encapsulado pelo método de

mistura direta e |, as formulacdes lipossomais com TDF encapsulado pelo método de incubacao.
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O estudo da carga superficial dos sistemas lipidicos zwitterionicos (Figura 3.12) demonstrou
valores de potencial- ¢ baixos - ligeiramente negativos ou positivos — que indicam uma carga superficial
perto da neutralidade devido ao balanco entre o grupo colina carregado positivamente e o grupo fosfato
com carga negativa presentes na regido da cabeca dos fosfolipidos. O intervalo de cargas obtido variou
maioritariamente entre -10 mV e +10 mV, havendo apenas alguns valores discrepantes muito mais
negativos (-15 e -19 mV), o que podera dever-se a existéncia de acidos gordos livres em suspensao (por
exemplo resultantes da peroxidacao lipidica). Para além disso, foi ainda possivel observar que grande
parte das formulacoes, apos encapsulacao do TDF, sofreu alteracdes consideraveis no seu potencial- ¢

com uma clara tendéncia para valores mais positivos.
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Figura 3.12 - Potencial zeta médio (mV) das formulacdes lipossomais desenvolvidas (4 mM), antes e apds a incorporacéo de
TDF (4x10° M), em que P representa as formulacdes placebo; H as formulacées lipossomais com TDF encapsulado pelo
meétodo de hidratacao; M.D., as formulacdes lipossomais com TDF encapsulado pelo método de mistura direta e |, as

formulacdes lipossomais com TDF encapsulado pelo método de incubacao.

Com o intuito de confirmar esta tendéncia foram adicionados volumes crescentes (50 pL, 100
L, 200 pL e 500 plL) de uma solucdo concentrada de TDF ([TDF]=4x10"* M) a lipossomas zwitterionicos
com diferentes graus de fluidez, estando o seu comportamento representado na Figura 3.13. Foi possivel
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observar que o TDF induziu um aumento do potencial-C para valores mais positivos em todas as
formulacdes face ao placebo, corroborando o estudo anterior. Este aumento podera dever-se a exposicao
da colina do nanossistema, apos interacdo entre a amina carregada positivamente do TDF com o grupo

fosfato do lipido o que se traduz numa carga de superficie global mais positiva (Figura 3.13 C).
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Figura 3.13 - Carga superficial dos lipossomas zwitterionicos (DOPC, DMPC e DSPC) ap6s a incorporacdo de TDF. (A)
Representacao grafica do potencial- dos LUV apds adicao de volumes crescentes de uma solugdo de TDF concentrada (4x10-
+ M); (B) Comparacao dos valores de potencial-¢ de (A), antes e apos a adicdo da maior concentracdo de TDF e (C)
Representacdo esquematica da interacdo entre o TDF e um fosfolipido zwitteridnico constituinte das formulacoes
desenvolvidas. Na imagem do meio apresenta-se a estrutura quimica plana e na imagem a direita a projecao espacial da

interacdo com o farmaco.
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Tendo em conta o pKa calculado para o TDF (2,65), ao pH dos estudos (pH nao ajustado de
solucdes aquosas de agua ultrapura: 5,0-6,2) seria previsto que o farmaco estivesse praticamente todo
na forma nao ionizada. No entanto, usando a relacdo de Henderson-Hasselbalch (Equacdo 1), ao pH
dos estudos verifica-se a presenca de 2 a 5 % de moléculas carregadas positivamente o que sera
suficiente para a observacdo da interacdo proposta (Figura 3.13). Além disso, tal como o previsto nos
estudos /n sifico, o TDF é extremamente polarizavel e mesmo perante a auséncia de ionizacéo a formacao
de dipolos carregados positivamente podera também explicar a interacdo com os fosfolipidos proposta

na Figura 3.13 C.

2.2.3. Avaliacao das propriedades biofisicas dos nanossistemas

De modo a entender de que forma o farmaco e/ou o método de encapsulamento utilizado
influencia a transicédo de fase lipidica, procedeu-se & determinacao da temperatura de transicao de fase
de LUV DMPC, DPPC, DSPC e DODAB (4 mM) antes e apds a adicdo de TDF (4x10* M) pelos métodos
de incubacao, hidratacdo e mistura direta. Na Figura 3.14 encontram-se representados um exemplo dos
perfis sigmoides correspondentes a variacao da intensidade de luz dispersa por vesiculas de DPPC em

funcdo da temperatura. Os perfis das restantes formulacdes lipidicas encontram-se representados no

Anexo 3.
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Figura 3.14 - Representacéo grafica dos perfis sigmoides e respetivos ajustes nao lineares da temperatura de transicao de
fase principal de LUV de DPPC (4 mM) na auséncia ou presenca de TDF (4x10-5 M), encapsulado por incubacao, hidratacdo

e mistura direta.
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A partir do ajuste da equacdo 7 aos dados experimentais foi possivel determinar a Tm € a
cooperatividade (B) da transicdo dos sistemas lipidicos, tal como detalhado na Tabela 3.2. O ajuste néo
linear revelou que a temperatura de transicdo de fase de todas as vesiculas lipidicas testadas é
concordante com os valores reportados na literatura 22 e que a adicdo do farmaco aos LUV ndo
promoveu alteracdes significativas neste parametro, ndo interferindo com o empacotamento lipidico.
Para além disso, verificou-se que todos os sistemas apresentam valores de B elevados que indicam que
0 processo de transicdo de fase é instantaneo e idéntico em toda a bicamada lipidica. Isto indica que a
distribuicao do TDF na bicamada lipidica € homogénea. Apenas no caso dos LUV de DMPC e DODAB, o
encapsulamento do TDF provocou uma diminuicdo de B, o que podera indicar uma distribuicao nao tao
uniforme do farmaco nas membranas lipidicas destes sistemas. Pelo contrario, o valor de B da transicao
de fase aumentou quando o TDF foi encapsulado nos LUV de DPPC e de DSPC. O fendmeno de aumento
da cooperatividade da transicao de fase nao é tao vulgar e ocorre em circunstancias em que o farmaco
ou composto que penetra na membrana lipidica possui uma estrutura planar capaz de se interpor
paralelamente aos fosfolipidos da bicamada (e.g. farmacos que funcionam como intercaladores de acidos
nucleicos) #=. Este tipo de estruturas nao volumosas, ndo s6 nao perturbam o empacotamento lipidico,
como o favorecem por estabelecimento de interacdo do tipo van der Waals com os fosfolipidos da
membrana. Logo o favorecimento do empacotamento lipidico também se traduz num aumento da
cooperatividade da transicao de fase.

Para além de se verificar que a adicao do farmaco aos LUV ndo promoveu alteracdes biofisicas
significativas das formulacdes desenvolvidas também se observou que o método de encapsulamento
utilizado nao parece afetar essas mesmas caracteristicas. Mais uma vez, uma analise fatorial podera,

como uma perspetiva futura, ser aplicada de modo a fundamentar esta analise empirica.
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Tabela 3.2 - Temperatura de transicdo de fase principal (Tm) e cooperatividade da transicao (B) de sistemas lipidicos de

DMPC, DPPC, DSPC e DODAB (4 mM) antes e apds o encapsulamento do TDF (4x10s M) por diferentes metodologias:

incubacao, hidratacédo e mistura direta.

DMPC+TDF
DMPC
Incubacao Hidratacao Mistura Direta
Tm 23,76 + 0,023 23,96 + 0,02 23,79+ 0,15 22,28 +0,41

B 857,70+ 37,56 695,12 + 34,29 514,99 + 146,57 237,35+ 41,24

R 0,999 0,999 0,848 0,991
DPPC+TDF
DPPC
Incubacao Hidratacao Mistura Direta
Tm 41,05+ 0,03 41,19 £ 0,05 41,27 + 0,02 41,49 + 0,03
B 2780,89 + 234,32 4116,88 + 724,16 3921,77 + 237,81 3135,08 + 297,54
R2 0,999 0,999 0,999 0,999
DSPC+TDF
DSPC
Incubacao Hidratacéo Mistura Direta
Tm 54,08 + 0,02 54,198 + 0,07 54,45 + 0,02 54,07 + 0,02

B 4400,78 + 391,19 3302,02 + 556,45 6237,21 + 668,93 4912,77 + 290,35

R2 0,999 0,975 0,997 0,989
DODAB+TDF
DODAB
Incubacao Hidratacéo Mistura Direta
Tm 43,19 + 0,06 -2 44,03 + 0,68 43,53 + 0,04
B 1846,92 + 229,95 -A 914,64 + 280,57 1657,52 + 129,45
a 0,995 0,992

R? 0,994 -

2 n3o foi determinado
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A avaliacao das propriedades biofisicas das membranas e dos nanossistemas lipidicos envolve
a determinacao de diferentes parametros como a microviscosidade, a ordem e o empacotamento lipidico.
A determinacdao da Tm pela técnica de DLS acima descrita permite estudar as variacdes da
microviscosidade decorrentes da interacdo farmaco-lipido. A investigacao da alteracdo das propriedades
estruturais da matriz lipidica (relacionadas com a ordem e empacotamento lipidico), na fase gel e na
fase fluida, pela acdo dos farmacos, pode ser estudada usando difracao de raios X de baixo e alto angulo
(SAXS e WAXS). SAXS e WAXS constituem as técnicas mais apropriadas para a determinacao exata do
espacamento e hidratacao entre as camadas dos sistemas lipidicos 2. Assim, foram também estudados
os efeitos do TDF e FTC nas propriedades estruturais da fase gel e fluida da bicamada lipidica (DPPC)
por estas técnicas.

As Figuras 3.15-A e 3.15-B apresentam a difracao SAXS de estruturas multilamelares de DPPC
estudadas a uma temperatura de 20 °C e de 55 °C (SAXS) ao passo que a Figura 3.16 apresenta a
difracdo WAXS a 20 °C. A estas temperaturas (20 °C e 55 °C) as bicamadas de DPPC encontram-se,

respetivamente, na fase gel (L) na fase fluida (La).
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Figura 3.15- Perfis de difracdo SAXS de DPPC. (A) Fase gel a temperatura de 20 °C e (B) Fase fluida a temperatura de 55

°C. As linhas a tracejado indicam os principais picos de difracdo do DPPC em cada fase.
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Figura 3.16- Perfis de difracdo WAXS de DPPC na fase gel a temperatura de 20 °C. As linhas a tracejado indicamos os
principais picos de difracdo do DPPC.

A partir das posicdes dos picos de difracdo obtidos é possivel calcular as distancias de longo

alcance (SAXS) e de curto alcance (WAXS):

d=— (Equacao 12)

A distancia de longo alcance (dL em A) ¢ periodica nas membranas lipidicas e corresponde a
espessura da bicamada e da camada aquosa entre as bicamadas lipidicas. A distancia de curto alcance
(dcem A) é periodica nas membranas lipidicas e corresponde a distancia de empacotamento verificada
entre cada molécula fosfolipido constituinte da célula unitaria da rede cristalina 2.

A Tabela 3.3. apresenta um resumo das dv obtidas a partir dos picos de difracao SAXS em
estruturas multilamelares de DPPC, na fase gel (Lg a 20 °C) e na fase fluida (La a 50 °C) e das dcobtidas
a partir dos picos de difracdo WAXS em estruturas multilamelares de DPPC, na fase gel (Lg a 20 °C).

Estas distancias foram determinadas para o DPPC sem e com os farmacos incorporados.
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Tabela 3.3.- Valores de dv obtidas a partir dos picos de difracdo SAXS em estruturas multilamelares de DPPC, na fase gel (Lg
a 20 °C) e na fase fluida (La @ 50 °C) e das dc obtidas a partir dos picos de difracdo WAXS em estruturas multilamelares de

DPPC, na fase gel (Lg a 20 °C).

Distancias de longo alcance (SAXS)

d. médio(A)
Formulacoes
Lg La
DPPC 63,17 65,27
DPPC+FTC 52,73 52,96
DPPC+TDF 61,52 68,29
DPPC+FTC+TDF 53,72 54,93

Distancias de curto alcance (WAXS)

dc20 (A) dcl1 (A)

Formulacoes

Lg Lg
DPPC 4,25 4,11
DPPC+FTC 4,21 4,11
DPPC+TDF 4,24 4,14
DPPC+FTC+TDF 4,19 4,11

A adicdo de farmacos as estruturas multilamelares de DPPC provoca uma reducdo significativa
da correlacdo entre as bicamadas, pois comparativamente ao DPPC puro, hd uma diminuicdo da
intensidade e um alargamento dos picos de Bragg (Figura 3.15). Este efeito é ainda mais notério na fase
gel. E também possivel observar que os 4 picos de difracdo das bicamadas de DPPC nao aparecem
mediante a adicao de farmacos, passando a ser visivel apenas um ou dois picos de difracao. Isto significa
que os farmacos tém um efeito perturbador no empacotamento lipidico.

Na fase gel, a adicao dos farmacos as bicamadas de DPPC resulta numa diminuicao da d., ou
seja, numa diminuicao da espessura da bicamada mais a camada de agua (Figura 3.17). Na fase fluida
a adicdo de FTC ou FTC+TDF tem o mesmo efeito de diminuicdo da di, mas o TDF tem um efeito oposto.
Um aumento da dv significa um aumento da espessura da bicamada e camada aquosa e pode ser
resultado de uma modificacao da hidratacdo do DPPC (Figura 3.17) devido a interacdo com o TDF na
fase fluida 2.

Como os estudos de difracdo WAXS permitem essencialmente verificar o tipo de alteracdes
induzidas no empacotamento dos fosfolipidos constituintes da bicamada ao nivel das cabecas polares, é

compreensivel que na fase fluida ndo exista qualquer tipo de empacotamento e o pico de Bragg
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desaparece, pelo que aqui s6 é apresentada a difracdo WAXS na fase gel. Para as bicamadas de DPPC
puro a difracdo WAXS origina dois picos caracteristicos de um empacotamento do tipo pseudohexagonal
e traduz-se num pico de Bragg assimétrico (duplo) com distancias de curto alcance dc20 = 4,2 Aedcll
~ 4,1 A . A adicio dos farmacos as membranas de DPPC na fase gel, provoca uma aproximacao dos
dois picos 0 que sugere que os farmacos se intercalem entre as cadeias de fosfolipidos, retirando o
angulo de inclinacdo das cadeias lipidicas (Figura 3.17) 2+,

Em suma, os resultados aqui apresentados provam que ambos os farmacos interagem com o0s
lipidos de uma membrana de DPPC. A FTC tem uma acao altamente perturbadora do empacotamento
lipidico, quer na fase gel, quer na fase fluida, provocando uma apreciavel diminuicdo da espessura da
bicamada + camada aquosa, provavelmente devido a uma acao fluidificante da membrana. Na fase gel
a FTC também é capaz de se intercalar entre as cabecas polares dos fosfolipidos reduzindo o seu angulo
de inclinacao. Estes efeitos demonstram que a FTC, apesar de ser um farmaco muito hidrofilico, tem
capacidade de estabelecer interacdes ao nivel das cabecas polares lipidicas, sendo consequentemente
altamente perturbadores da biofisica membranar. Provavelmente o efeito fluidificante e desordenador
acentuado deste farmaco, aqui demonstrado, foi o que condicionou o seu encapsulamento, uma vez que
a fluidizacao dos lipossomas torna-os mais permeaveis e menos capazes de reter o farmaco.

O TDF, sendo um farmaco mais lipofilico, tem maior capacidade de se distribuir nas
membranas lipidicas, induzindo-lhes uma perturbacdo menos evidente. De facto, o TDF tem um efeito
menos perturbador na fase fluida, provocando apenas um pequeno aumento da bicamada lipidica
provavelmente por aumento da camada de hidratacao. Este efeito pouco perturbador do empacotamento
lipidico na fase fluida corrobora os resultados anteriores onde estudavamos a sua influéncia na Tm e B.
Na fase gel das multicamadas de DPPC, os efeitos do TDF sdo mais acentuados, sendo visivel uma perda
da definicdo dos picos de Bragg que denotam uma perturbacdo do empacotamento lipidico com
consequente reducdo da espessura da bicamada + camada de agua. Estes resultados indicam que
sistemas fluidos e mais desordenados serao menos perturbados pela introducdo de TDF e sistemas mais
ordenados e/ou na fase gel serao mais perturbados pela introducéo de TDF o que também corrobora,

de algum modo, os resultados obtidos com os LUV DSPC apo6s introducao de TDF.
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Figura 3.17- Representacao esquematica dos principais efeitos biofisicos dos farmacos TDF e FTC em bicamadas de DPPC

avaliados por SAXS e WAXS.

Fazendo as razdes entre as posicoes dos picos de 12, 2% e 3% ordem obtém-se 1:2:3 o que ¢
indicativo de uma fase lamelar, independente da temperatura.

Finalmente para complementar todo o estudo sobre as possiveis interacdes entre os farmacos e
as formulacdes lipidicas e a possivel influéncia dos farmacos nas propriedades biofisicas das bicamadas
lipidicas foi efetuada uma analise de ATR-FTIR de modo a identificar (se possivel) os modos de vibracao
das ligacdes quimicas dos farmacos (TDF e FTC) e das formulacdes lipossomais na auséncia ou presenca
dos farmacos. Nas Figuras seguintes mostram-se os espetros obtidos a partir das diferentes amostras

analisadas.
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Figura 3.18- Espetro de transmitancia de ATR-FTIR obtido a partir de lipossomas de DPPC, sem farmacos. Nas zonas

sombreadas destacam-se os grupos funcionais caracteristicos dos fosfolipidos.

Na Figura 3.18 sdo visiveis os principais modos de vibracdo correspondentes aos fosfolipidos
constituintes dos lipossomas ¢ 3000-2800 cm™ corresponde aos modos de vibracdo de estiramento
simétrico (vs) e assimétrico (vas) dos grupos CHz2; 1736 cm L corresponde ao modo de vibracdo do grupo
C=0; =1467cm L corresponde ao modo de vibracdo de dobramento angular (8) dos grupos CHztipico de
um empacotamento hexagonal; 1220 cmLcorresponde ao modo de vibracéo de estiramento assimétrico
(vas) dos grupos PO2; 1130-1200 m corresponde uma banda mista caracteristica dos modos de
vibracao de estiramento simétrico (vs) e assimétrico (vas) do C-O dos grupos éster e ao modo de vibracao

de estiramento simétrico (vs) dos grupos PO2.

As informacdes estruturais e biofisicas que podem ser extraidas a sdo apresentadas na tabela

seguinte:
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Tabela 3.4. — Modos de vibracdo num espetro [V de um fosfolipido e,

Informacéo Modo vibracional ~ Frequéncia (cm™) Interpretacao
vs(CH:) 2849-2854 | trans
Ordem conformacional
Vas(CH2) 2916-2924 1 gauche
1462+1474 Ortorréombico
Empacotamento 6(CH.).
1468 Hexagonal

| Pontes de H

nga(;éo e hldrata(;éo Vas(POz) 1220-1260 T Desidratagéo ou formagéo de
par ionico
Hidratagéo e Liga¢bes de H C=0 1710-1740 | Pontes de H

A introducdo de colesterol nesta formulacdo nao parece ter alterado significativamente o espetro
de ATR-FTIR (Figura 3.19).
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Figura 3.19- Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC com 30 % (DPPC:CHOL 7:3) ou
com 40 % (DPPC:CHOL 6:4) de colesterol.
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No entanto é preciso analisar individualmente e detalhadamente os grupos mencionados na 3.4.

As Figuras seguintes apresentam detalhes dos espetros onde se verificou alteracdo dos grupos

mencionados:

100 ~
98 -
96
94
92
90
88
86
84 -
sl ——DPPC

4 |
80 + s —— DPPC:CHOL 6:4
78 4 : —— DPPC:CHOL 7:3
I
|

Transmitancia (%)

| T | |
2800 2850 2900 2950 3000

v (em™)

Figura 3.20- Detalhe dos espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC com 30 %
(DPPC:CHOL 7:3) ou com 40 % (DPPC:CHOL 6:4) de colesterol, mostrando as bandas de estiramento simétrico e assimétrico

dos grupos CHa.

Analisando a Figura 3.20 é possivel perceber que a introducao do colesterol nos sistema lipidico
provocou um aumento da frequéncia de vibracao correspondentes ao estiramento simétrico e assimétrico
dos grupos CH:: 2850 cm* (DPPC), 2851 cm (DPPC+30% colesterol), 2852cm (DPPC+40% colesterol)
e 2918 cm? (DPPC), 2920 cm* (DPPC+30% colesterol) e 2921 cm* (DPPC+40% colesterol). Isto quer
dizer que a introducao do colesterol originou uma conversao de isomeros #rans em gauche, ou seja,

originou um aumento da fluidez dos sistemas.
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Figura 3.21 - Detalhe dos espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC com 30 %
(DPPC:CHOL 7:3) ou com 40 % (DPPC:CHOL 6:4) de colesterol, mostrando as bandas de vibracdo de dobramento angular
(6) dos grupos CH:

Pela analise da Figura 3.21 verifica-se a existéncia de duas bandas de vibracao de dobramento
angular (8) dos grupos CH: o que indica um empacotamento lipidico do tipo ortorrdmbico que néo é
alterado com a introducdo de colesterol. Por outro lado, por analise da Figura 3.22 verifica-se que a
introducdo de colesterol provocou um aumento do numero de pontes de H estabelecidas ou
estabelecimento de pontes de H mais fortes, como se comprova pelo desvio da banda de vibracao do
grupo carbonilo para menores frequéncias. Mas se esta zona interfacial denota um aumento das pontes
de H estabelecidas, a zona polar mais externa dos grupos fosfato nao foi sensivel a estas alteracdes pois

nao apresentou desvios.
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Figura 3.22 - Detalhe dos espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC com 30 %
(DPPC:CHOL 7:3) ou com 40 % (DPPC:CHOL 6:4) de colesterol, mostrando as bandas de vibracdo do grupo C=0

0 mesmo tipo de andlise foi feito para perceber o efeito da introducdo dos farmacos nas
formulacdes de DPPC, DPPC:CHOL (7:3) e DPPC:CHOL (6:4). O espetro de ATR-FTIR destes sistemas
encontra-se no Anexo 4. A introducdo dos farmacos nos sistemas com colesterol nao teve qualquer tipo
de efeito detetavel. Ja a introducao dos farmacos nos sistemas de DPPC teve os efeitos resumidas na

Tabela seguinte:

Tabela 3.5 - Alteracao dos modos vibracionais do espetro de DPPC apos a introducdo de FTC ou TDF

Formulacdo Modo vibracional Frequéncia (cm?) Interpretacdo

h
vs(CHo) 2~ gauche
Fluidificacdo
DPPC+FTC Cc=0 N Pontes de H
ou
DPPC+TDF
Vas(PO2) N Pontes de H
8(CH2)n 2 picos Ortorrdmbico
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Os efeitos dos farmacos na formulacdo de DPPC corroboram os efeitos de fluidificacdo ja
estudados por SAXS e WAXS. Para além disso, esta técnica de ATR-FTIR permitiu observar efeitos

adicionais como estabelecimento de pontes de H.
Os estudos realizados até aqui permitiram definir uma série de conclusoes:

e Osestudos de interacao com a mucina e os estudos reologicos preliminares permitiram
definir que as formulacbes seriam zwitterionicas;

e A FTC nao apresentou EE % suficiente nas formulacdes lipossomais, apresentando
ainda indicios de perturbar muito as propriedades biofisicas dos sistemas lipidicos pelo
que se decidiu que este farmaco devera ser veiculado num hidrogel;

e O TDF apresentou uma boa EE % e nao provocou alteracdes biofisicas relevantes nos
sistemas fluidos que comprometessem a sua encapsulacao nestes sistemas;

e O tipo de lipido (mais fluido ou mais rigido), a existéncia ou nao de colesterol e o
método de encapsulamento ndo tiveram grande impacto nas caracteristicas fisico-

guimicas dos sistemas, nem na EE%

A partir destas conclusdes, algumas das formulacdes desenvolvidas foram estudadas por meio

de testes /n vifro que poderdo dar indicacdes sobre a sua performance in vivo.

2.3. Qual das formulacdes podera vir a ter uma melhor performance /in vivo?

Com o intuito de determinar a formulacao que podera vir a ter um melhor desempenho /n vivo,
foram realizados estudos /1 vitro de cinética de libertacao e difusdo dos farmacos, estudos de reologia
apds incorporacdo das formulacées nos geis e, por ultimo, estudos de citotoxicidade em linhas

endometriais e cervicais.

2.3.1. Ensaios de libertacao controlada

Como referido na metodologia experimental estes ensaios foram feitos com recurso a uma
membrana de dialise, dentro da qual se colocavam as formulacdes a testar. Inicialmente, foi determinado
o perfil de libertacdo da FTC, ndo encapsulada e dispersa em solucdo aquosa e verificou-se uma
libertacao inicial muito rapida com cerca de 73 % do farmaco a atravessar a membrana em apenas 2 h

apds o inicio do ensaio. A FTC é um farmaco hidrofilico tendo, por essa razdo, elevada afinidade para
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solventes polares o que justifica a sua rapida difusao através da membrana. Este ndo seria um tipo de
perfil de libertacdo pretendido, uma vez que num ambiente vaginal com grande quantidade de fluidos e
um “turnover” fisioldgico dos mesmos levaria a um tempo de residéncia insuficiente da FTC.

Assim, e como ja referido em seccdes anteriores, optou-se por incluir a FTC diretamente na base
semissolida (HG) uma vez que a sua incorporacdo em sistemas lipidicos nao foi possivel devido a sua
natureza hidrofilica. Os estudos da cinética de libertacdo da FTC a partir do HG revelaram uma maior
retencdo do farmaco comparativamente a sua forma livre, com cerca de 48 % de FTC a ser doseada
apoés 2 h de ensaio. Para além disso, é possivel observar que o HG permitiu uma libertacdo mais completa

da FTC (75 + 18 % face a 63 £ 3 % em 24 h).
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Figura 3.23 - Representacdo grafica dos perfis de libertacao /n vifro da FTC, a uma temperatura controlada de 37 °C, em

solucdo aquosa e apos incorporacdo no HG.

Uma vez que nos estudos anteriores, a composicao do lipossoma e a sua rigidez nao pareceram
afetar a EE % do farmaco ou as suas propriedades fisico-quimicas, pretendeu-se avaliar se a incorporacéo
de TDF em lipossomas com crescentes graus de rigidez teria influéncia no seu perfil de libertacao, e
consequentemente, comparar se a incorporacao dos lipossomas com TDF no HG e em nanofibras
poliméricas promoveria alguma alteracao no perfil de libertacao.

O TDF nao-encapsulado (3.24-A) apresentou uma libertacao inicial rapida, com cerca de 60 % a
ser difundido pela membrana de didlise apds 3 h do inicio do ensaio, acabando depois por estabilizar e
atingir o maximo de libertacdo as 24 h, com um total de 66 % de TDF libertado para o0 meio de dissolucao.
Comparativamente com o perfil de libertacdo obtido para o TDF, Zidan et al.»2 e Belletti et al.>,
reportaram que o TFV apresenta uma libertacdo muito rapida e completa nas primeiras 3 h de ensaio,
intimamente correlacionada com o seu carater hidrofilico. Contudo, Patil et al.zt e Shailender et al.2
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demonstraram recentemente que também o TDF era capaz de, ao fim de 4 h, se libertar totalmente para
o exterior. Desta forma, e ao contrario do que seria esperado, o farmaco mostrou-se incapaz de difundir
totalmente através da membrana de dialise, o que podera dever-se a uma eventual adsor¢ao do ARV a
matriz polimérica do sistema. De facto, tal como foi previsto nos estudos /n silico o TDF tem um grande
numero de grupos aceitadores de H e, portanto, revela grande capacidade de estabelecer interacoes
com o meio circundante. Além disso, este &€ um problema relatado na literatura, ja que ap6s o uso de
membranas de didlise a libertacdo total do farmaco observada é consequéncia de dois processos
paralelos de transporte de massa: (1) a “verdadeira” libertacdo dos lipossomas, e (2) a difusdo do
farmaco libertado através da didlise membrana. Correspondentemente, é fundamental determinar a
difusdo cinética do farmaco puro através da membrana de didlise, a fim de entender as caracteristicas
“verdadeiras” da liberacdo de farmacos 2. Como perspetiva futura a melhorar nestes ensaios sera o uso
de membranas de dialise com um cufoffainda mais elevado.

Posteriormente, estudou-se de que forma a incorporacao do TDF em lipossomas com crescentes
graus de rigidez — DOPC, DPPC e DSPC - influenciaria o perfil de libertacao final do farmaco (Figura
3.24-B). Verificou-se, tal como demonstrado na Figura 3.24-B, que nem o encapsulamento do TDF, nem
a variacado na composicao lipidica do nanossistema promoveram diferencas significativas na libertacao

do farmaco face a sua forma nao-encapsulada.
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Figura 3.24- Comparacéo dos perfis de libertacao /n vitro e a uma temperatura controlada de 37 °C do (A) TDF quando
disperso em agua e (B) do TDF encapsulado em MLV com crescentes graus de rigidez (DOPC, DPPC e DSPC,

respetivamente).

Os perfis de libertacdo do farmaco encapsulado devem ser analisados tendo em consideracao

(1) o coeficiente de particdo do TDF, (2) a localizacdo do farmaco na bicamada lipidica e (3) a
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fluidez/rigidez das membranas lipidicas. Estes fatores tém especial importancia uma vez que
condicionam a localizacdo do farmaco no interior das vesiculas lipidicas assim como a capacidade do
farmaco se difundir para o meio em funcéo do tempo.

Os ensaios de libertacdo representados na Figura 3.24-B demonstraram, que nao existem
diferencas consideraveis entre as diferentes composicdes lipidicas testadas e que em nenhum dos
sistemas ocorreu a total libertacdo do farmaco. Seria expectavel que a libertacdo do TDF a partir dos
nanossistemas fosse coerente com o grau de fluidez dos mesmos, isto &, que as vesiculas de DOPC por
estarem naturalmente fluidas a temperatura ambiente permitissem uma maior libertacdo do farmaco e,
pelo contrario, que as vesiculas de DPPC (Tm= 42 °C) e DSPC (Tm= 55 °C) por apresentarem
temperaturas de transicdo de fase mais elevadas promovessem uma maior retencao dos farmacos. No
entanto, e ao contrario da previsao anterior, os lipossomas de DOPC e DSPC apresentaram uma cinética
de libertacdo muito semelhante (= 44 % e = 51 % ao fim de 2 h, respetivamente), ao passo que 0s
lipossomas de DPPC exibiram valores um pouco superiores (= 61 % ao fim de 2 h) sendo a composicao
lipidica a permitir a maior difusao de TDF. A baixa percentagem de libertacao de TDF pelos lipossomas
de DOPC pode dever-se ao facto de os lipidos, por estarem completamente fluidos, causarem algum tipo
de obstrucao nos poros da membrana de dialise impedindo que o TDF se difunda para o exterior. Por
outro lado, a menor libertacdo com os lipossomas de DSPC face aos de DPPC pode ser explicado pela
sua temperatura de transicao ser mais elevada. Por ultimo, Bhardwaj et al.=* em estudos semelhantes
com diferentes sistemas lipidicos a base de PC, verificaram que os lipossomas de DPPC apresentaram
libertacbes mais elevadas do composto lipofilico em estudo que poderéo ser explicadas por mudancas
na transicao do lipido apds a sua incorporacao, tal como podera estar a acontecer com o TDF.
Independentemente de todas estas consideracdes, nenhum perfil de libertacdo de TDF a partir das
nanoformulacdes lipidicas mostrou grande diferencas relativamente a libertacdo do farmaco nao
encapsulado. Tal podera ter a ver com o facto de apesar do TDF ser lipofilico e possuir um coeficiente
de particao adequado para garantir lipossolubilidade apropriada nas bicamadas lipidicos, este também
¢ um farmaco altamente polarizavel, que como vimos é capaz de estabelecer diversas interacées com o
meio, nomeadamente pontes de H. Assim, nao é expectavel que a sua localizacdo na bicamada lipidica
seja profunda, mas sim similar ao ja proposto anteriormente, com parte da molécula inserida nas caudas
apolares e com o seu grupo amina polarizavel a interagir com as cabecas dos fosfolipidos. Esta
localizacao perto da zona da interface aquosa, é corroborada pelos estudos de raios X, onde WAXS revela
a penetracao nos grupos polares dos fosfolipidos e reducao do seu angulo de inclinacao. Também a

avaliacao da variacao do potencial- ¢ dos sistemas lipidicos revelou uma interagao eletrostatica ou do tipo
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dipolo induzido entre as cabecas dos fosfolipidos e o TDF. Ou seja, esta localizacdo membranar, mas
préxima da interface, podera justificar a libertacdo do TDF ocorrer de forma rapida e nao ser condicionada
pelo empacotamento das caudas lipidicas de rigidez crescente.

Os estudos de cinética de libertacao apds incorporacdo de lipossomas de DPPC com TDF em
HG (Figura 3.25-A) mostraram uma libertacdo mais controlada e completa do farmaco. Ao fim de 2 h
cerca de 34 % de TDF tinha sido libertado face aos 51 % e 61 % de TDF em solucéo aquosa e incorporados
nos lipossomas, respetivamente. Esta retencdo do farmaco foi igualmente observada por Cautela et al.z
em que a incorporacdo de nanoparticulas poliméricas em filmes para aplicacdo vaginal retardou
significativamente a saida do farmaco. Pensa-se também que tanto o sistema lipidico como o gel
permitiram uma melhor dispersdo do farmaco e, consequentemente, uma menor acumulacdo nas

membranas de dialise e maior libertacao final.
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Figura 3.25- Representacdo grafica dos perfis de libertagdo dos farmacos /n vitro em meio aquoso e a uma temperatura
controlada de 37 °C. (A) Perfil de libertacdo do TDF nao-encapsulado, encapsulado em lipossomas de DPPC e encapsulado
em lipossomas de DPPC incorporado no HG. (B) Comparacéo dos perfis de libertacdo do TDF quando encapsulado em
lipossomas de DMPC:CHOL:DOPE (7:2:1) incorporados em nanofibras poliméricas e lipossomas de DPPC incorporados no
HG; Comparacdo dos perfis de libertacdo da FTC quando encapsulada em lipossomas de DMPC:CHOL:DOPE (7:2:1)

incorporados em nanofibras poliméricas e quando dispersa no gel.

Por ultimo, foi ainda possivel comparar a libertacdo do TDF e da FTC a partir de dois sistemas
de veiculacao distintos: nanofibras poliméricas e HG de carbdémero. Como referido na seccao 2.5.,
lipossomas com a mistura lipidica DMPC:CHOL:DOPE (7:2:1) contendo TDF/FTC foram incorporados

nas nanofibras, a partir das quais se estimou a percentagem de libertacdo de cada um dos farmacos.
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Do mesmo modo, o perfil de libertacdo destes farmacos foi estudado a partir de HG com lipossomas de
DPPC contendo TDF e a partir de HG com FTC dispersa, permitindo o estabelecimento de comparacdes.
Pela analise da Figura 3.25-B & possivel observar que tanto a libertacdo do TDF como da FTC a partir
das nanofibras se da de modo quase imediato, com 96 % de TDF e 82 % de FTC a serem doseados apds
5 min e 45 min apds o inicio do ensaio, respetivamente. Tal, dever-se-a, muito provavelmente, a
localizacao dos farmacos mais a superficie das fibras. Pelo contrario, os HG com lipossomas contendo
TDF apresentaram uma retencao do farmaco, sendo que o seu perfil de libertacdo se mostra muito mais
controlado ao longo do tempo (= 23 % as 2 h de ensaio). O mesmo se conclui para a FTC que, apesar
de dispersa no HG, demonstrou uma libertacdo muito mais lenta do que quando encapsulada nos

lipossomas de DMPC:CHOL:DOPE.

2.3.2. Estudo da permeacao dos farmacos

Os estudos de permeacao dos farmacos foram realizados com membranas artificiais de
polissulfona de modo a mimetizar a semi-permeabilidade existente numa interface membranar. No caso
concreto deste trabalho, pretende-se mimetizar uma permeacao através das membranas do epitélio
vaginal, ja que podera ser requerido que os farmacos veiculados atravessem estas membranas para
atingirem o seu alvo viral. Apés doseamento do TDF na camara recetora a diferentes #imepoints foi
possivel observar (Figura 3.26) que a sua incorporacao nos lipossomas permitiu uma maior permeacao
relativamente ao farmaco disperso numa solucao aquosa. Os resultados obtidos sugerem que, /7 vivo, a

formulacao lipossomal podera favorecer a permeacao das membranas do epitélio vaginal.
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Figura 3.26 - Representacao grafica dos perfis de difusdo do TDF ndo-encapsulado e encapsulado em lipossomas de DMPC

(4 mM) através de uma membrana de polissulfona, com uma temperatura controlada de 37 °C.
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2.3.3. Ensaios de viabilidade celular

Com o intuito de avaliar o efeito citotéxico de algumas das formulacdes zwitteridnicas

desenvolvidas, foram realizados ensaios de MTT nas linhas celulares CaSki e HEC-1-A. Paralelamente, e

em termo de comparacao, investigou-se também o efeito citotoxico de formulacées com carga superficial

positiva nestas mesmas linhas.

CaSki

HEC-1-A

BN

AN

AR

1751

o
el
“

o
0

254

r.O (=3
~ 3
3 3
%)

(

le|n|ad apepligeIA

" AL

ANMBAMMITNMTN s

1751

150

e}
~
-

) o
~ el

100

(%) 1e|n|82 apepljigeIA

25+
0

[Farmaco] pMm

[Farmaco] pMm

MLV DODAB + FTC

%

EdmLv boDAB + TDF

MLy pobas

Figura 3.27- Viabilidade das células CaSki e HEC-1-A avaliadas pelo ensaio MTT apds 24 horas de incubacdo com MLV
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Foi possivel constatar que, perante concentracdes mais elevadas de lipido e farmaco, os
nanossistemas catiénicos de DODAB mostram-se bastante citotdxicos nas células endometriais
apresentando viabilidades abaixo dos 60 %, tanto para os nanossistemas placebo como para os
nanossistemas com os farmacos. Nas células cervicais nao se observou uma citotoxicidade tao
acentuada, exceto para a formulacdo DODAB+TDF que apresentou viabilidades celulares abaixo de 60 %
para as concentracdes de lipidos e farmaco mais elevadas. Estes estudos preliminares vao de encontro
aos estudos conduzidos por Zidan et al.> que demonstraram que quanto maior a percentagem de agente
cationico incorporado nos lipossomas, maior era a citotoxicidade induzida. Pelo contrario, os
nanossistemas zwitteridénicos (Figura 3.28) sé para a maior concentracdo de lipido testada é que
demonstram uma ligeira citotoxicidade mas que acaba por ser pouco significativa tendo em conta as
barras de erro associadas e o limite definido pela ISSO 10993 (70 %) 2. No Anexo 5 encontram-se
representados alguns estudos complementares de outros sistemas zwitterionicos para a linha celular

CaSki.

2.3.4. Determinacao dos perfis reoldgicos dos hidrogéis contendo as formulac¢des

O comportamento reolégico dos HG foi avaliado apds incorporacao das formulacdes lipidicas
zwitterionicas placebo e com os farmacos na sua estrutura. Os reogramas obtidos revelaram que os HG
apresentam um comportamento do tipo ndo-Newtoniano pseudoplastico, isto &, ocorre uma diminuicéo
quase linear da sua viscosidade & medida que é aplicada uma tensao de corte de velocidade crescente
27 Esta tensao de corte promove quebras na rede tridimensional dos HG, levando a uma diminuicao
gradual da sua viscosidade. Adicionalmente, como as curvas ascendentes e descendentes dos reogramas
da maior parte das formulacdes zwitteridnicas testadas se sobrepdem, significa que os HG né&o
apresentam tixotropia. SO para os nanossistemas lipidicos de DMPC é que se observou a existéncia da
histerese caracteristica do comportamento tixotropico 2©. Esta propriedade traduz uma variacao da
viscosidade com o tempo e, no caso particular de uma administracdo topica, é favoravel uma vez que
promove o espalhamento da base por diminuicao da sua viscosidade no processo de aplicacao, e quando
esta cessa a viscosidade inicial ¢ retomada 2©. Assim sendo, conclui-se que no contexto de uma
administracdo vaginal, os sistemas com DMPC na sua composicao lipidica seriam preferencialmente
utilizados uma vez que permitiriam que as solucdes fluissem para a cavidade cervical, permitindo um

contacto intimo com a superficie .
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Para além disso, observou-se ainda que a tensdo de corte necessaria para fluir os HG sem os

sistemas lipidicos & menor do que a que ¢ aplicada nos HG com os lipossomas incorporados o que nos

permite concluir que os lipossomas aumentam a viscosidade da base semissolida. A incorporacao de

colesterol nas formulacdes promoveu, em geral, uma diminuicao na viscosidade do hidrogel. Do ponto

de vista da variacao da composicao dos lipossomas, verificou-se mais uma vez que a maior ou menor

fluidez dos sistemas nao teve um grande impacto no perfil reologico obtido.
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Figura 3.29 — Comparacéo dos perfis reologicos de HG apds incorporacéo de lipossomas de DOPC e de DOPC:CHOL em

diferentes proporcdes (7:3 e 6:4) com e sem TDF e FTC incorporados. (A) Comparacdo dos perfis reologicos de HG apos

incorporacao de lipossomas de DOPC e DOPC:CHOL sem farmaco. (B) Comportamento reolégico do HG apds incorporagéo

de lipossomas de DOPC com e sem os farmacos. (C) Comportamento reolégico do HG apds incorporacao de lipossomas de

DOPC:CHOL (6:4) com e sem os farmacos e (D) Comportamento reoldgico do HG apos incorporacdo de lipossomas de

DOPC:chol (7:3) com e sem os farmacos.
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Figura 3.30- Comparacao dos perfis reologicos de HG apds incorporacao de lipossomas de DMPC e de DMPC:CHOL em

diferentes proporcdes (7:3 e 6:4) com e sem TDF e FTC incorporados. (A) Comparacdo dos perfis reologicos de HG apds

incorporacdo de lipossomas de DMPC e DMPC:CHOL sem farmaco. (B) Comportamento reologico do HG apds incorporacéo

de lipossomas de DMPC com e sem os farmacos. (C) Comportamento reoldgico do HG apos incorporacédo de lipossomas de

DMPC:CHOL (6:4) com e sem os farmacos e (D) Comportamento reologico do HG apds incorporacao de lipossomas de

DMPC:CHOL (7:3) com e sem os farmacos.
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1. Conclusdes

O principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de uma estratégia profilatica
topica para o combate & infecdo pelo VIH, tendo por base a formulacdo comercial Truvada®.

Inicialmente, realizaram-se estudos de pré-formulacdo que permitiram, através da previsao /n
sifico de alguns parametros fisico-quimicos e preditores dos farmacos, uma melhor compreensao do seu
comportamento no organismo, em particular, ao nivel vaginal. Mais concretamente, foi possivel prever
que a este nivel: (1) os farmacos se encontrariam na sua forma ndo-ionizada; (2) enfrentariam obstaculos
aquando da sua administracao, correlacionados quer com a elevada hidrofilia da FTC que podera
promover a sua expulsdo precoce do canal vaginal, quer pela moderada lipofilicidade e elevada
polarizabilidade do TDF que podera causar o seu aprisionamento ao nivel da barreira de muco; (3) os
farmacos apresentam elevada solubilidade que determina a necessidade da sua incorporacdo em
sistemas anfifilicos e (4) uma permeabilidade altamente condicionada pela sua lipofilicidade. Desta
forma, a partir dos estudos de pré-formulacdo, foi possivel proceder ao planeamento racional e
sistematico de uma estratégia profilatica, tendo por base o desenvolvimento de nanossistemas lipidicos
para a veiculacdo do TDF e a producéo de HG para a veiculacéo de FTC. Assim

Os estudos de interacao dos nanossistemas com a mucina, realizados por variacao da carga de
superficie dos mesmos, demonstraram que todas as cargas testadas - positiva, negativa e neutra -
evidenciaram interacdes com a proteina, confirmadas pela analise do diametro hidrodinamico, PDI e
potencial- das formulacdes antes e apds incubacdo com uma suspensdo de mucina. Para além disso,
a sua acdo na fluorescéncia intrinseca e na reologia de HG com mucina foi igualmente analisada. Os
nanossistemas zwitterionicos foram os que exibiram caracteristicas de mucoadesao e reoldgicas mais
aceitaveis e, nesse sentido, foram os sistemas selecionados para o desenvolvimento da formulacéo
lipidica.

De modo a selecionar qual a composicao lipidica e método de encapsulamento mais promissor,
testaram-se lipossomas zwitteridnicos com diferentes graus de rigidez e compararam-se trés
metodologias para o encapsulamento do TDF. Todos 0s nanossistemas foram analisados em termos de
tamanho, PDI, potencial-C e EE % sendo que nenhum se demarcou quanto a estes parametros. Concluiu-
se que todos os métodos de encapsulamento eram adequados e apresentavam valores elevados de EE
% e que todas as composicoes lipidicas foram capazes de incorporar o farmaco quase na sua totalidade.
Adicionalmente, foi possivel concluir que o tamanho dos nanossistemas desenvolvidos era compativel

com uma capacidade de penetracdo ao longo da camada de muco cérvico-vaginal.
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De seguida, e de forma a avaliar se o a incorporacdo e/ou método de encapsulamento do TDF
promovia alguma alteracéo biofisica nas membranas lipidicas dos nanossistemas, estudou-se o seu efeito
na transicdo de fase dos lipidos. Foi possivel concluir que ndo ocorreram alteracdes neste parametro e
que a incorporacao do farmaco nao afetava significativamente o empacotamento lipidico. Os resultados
de SAXS e WAXS evidenciam a existéncia de interacdes entre os farmacos e as membranas lipidicas,
sendo notavel uma acao perturbadora mais acentuada para a FTC (quer na fase fluida, quer na fase gel)
que induz um aumento acentuado da espessura da bicamada lipidica + camada de agua e uma
fluidificacdo dos sistemas. Ja o TDF, dada a sua lipofilia, tem uma melhor capacidade de distribuicdo
nas membranas lipidicas o que se traduz em perturbacées menos evidentes. Estas sao mais acentuadas
na fase gel e promovem uma diminuicdo da espessura da bicamada lipidica + camada de agua.
Finalmente os estudos de ATR-FTIR confirmaram o efeito dos farmacos na fluidificacdo dos sistemas
lipidicos e a capacidade de estabelecerem pontes de H com as cabecas polares dos fosfolipidos. Dos
estudos realizados concluiu-se que 0s nanossistemas lipidicos nao sdo bons veiculos para a FCT, dada
a sua acdo perturbadora na estabilidade biofisica dos mesmos que podera estar correlacionado com a
pequena EE% atingida para este farmaco em lipossomas. Definiu-se portanto que o TDF sera veiculado
numa formulac&o lipossomal, mas a FTC sera veiculada no HG.

Posteriormente, e com o objetivo de determinar qual a formulacdo com melhor potencial para
um bom desempenho /n vivo, foram realizados estudos de cinética de libertacdo e permeacdo dos
farmacos, estudos de reologia apos incorporacado das formulacdes nos géis e, por ultimo, estudos de
citotoxicidade em linhas endometriais e cervicais. Os ensaios de libertacdo demonstraram que o
encapsulamento do TDF em lipossomas com crescentes graus de rigidez nao provocou alteracoes
consideraveis no seu perfil de libertacdo ao passo que, quando incorporados no HG a libertacdo é
retardada. Este comportamento foi também observavel para a FTC apés incorporacao no HG.

A avaliacdo da permeacdo do TDF permitiu inferir que a incorporacdo do farmaco nos
nanossistemas aumentou significativamente a sua difusdo através das membranas sintéticas de
polissulfona, indicando que a utilizacdo de vetores lipidicos é altamente vantajosa e, /7 vivo, podera
favorecer a permeacao através das membranas do epitélio vaginal tornando-se acessivel ao seu alvo viral
que também é capaz desta permeacao.

Os estudos de citotoxicidade nas linhas CaSki e HEC-1-A demonstraram que, para as
concentracdes testadas, os nanossistemas zwitterionicos nao apresentaram nenhum efeito citotoxico ao
passo que os sistemas cationicos de DODAB induziram grande toxicidade perante as concentracoes de

lipido e farmaco mais elevadas.

148



2. Perspetivas Futuras

Como perspetivas futuras pretende-se implementar varias melhorias e formas de continuar o
trabalho:

1) Utilizar os resultados das varias combinacdes de formulacdes testadas e aplicar um desenho
fatorial que permita de forma mais clara perceber se existe algum fator determinante no desenvolvimento
das formulacdes;

2) Decorar os sistemas com polimeros hidrofilicos e avaliar como afetara a sua mucodifusao;

3) Realizar ensaios de permeacao mais realistas através de monocamadas celulares;

4)Testar outras alternativas de formulacdo da emtricitabina;

5) Melhorar os testes de libertacdo controlada, usando membranas de didlise de poros maiores

e meios de difusdo miméticos do ambiente vaginal.
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ANEXO 1

Construcdo das curvas de Calibracdo de TDF e FTC
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Figura Al.1-- Espetros de absorcao do tenofovir disoproxil fumarato em agua.
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ANEXO 2
ESTUDO DE EFICACIA DE ENCAPSULAMENTO

Tabela A2.1- Valores detalhados das eficacias de encapsulamento do TDF (4x10-5 M) em nanossistemas com crescentes

graus de rigidez (4 mM) através de trés metodologias distintas: hidratacao, mistura direta e incubacéo.

Eficacia Encapsulamento (%)

HIDRATAGAO MISTURA DIRETA INCUBAGAO
DOPC 82,313 88,111 87,407
DOPC:CHOL (7:3) 87,764 79,074 85,741
DOPC:CHOL (6:4) 87,677 87,593 88,519
DMPC 76,253 77,887 84,444
DMPC:CHOL (7:3) 83,168 84,074 87,778
DMPC:CHOL (6:4) 86,726 85,370 81,111
DPPC 87,305 84,790 84,630
DPPC:CHOL (7:3) 85,037 83,137 87,037
DPPC:CHOL (6:4) 79,192 88,889 83,704
DSPC 79,482 88,024
DSPC:CHOL (7:3) 83,469 86,111 75,185
DSPC:CHOL (6:4) 82,151 87,963 83,889
Modelo Membranar HIV 76,923 86,941 (A faltar)

ssem dados
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ANEXO 3
ESTUDOS DE TEMPERATURA DE TRANSICAO DE FASE
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Figura A3.1- Representacéo grafica dos perfis sigmoides e respetivos ajustes néo lineares da temperatura de transicao de
fase principal de LUV de DSPC (4 mM) na auséncia ou presenca de TDF (4x10-°> M), encapsulado por incubacao, hidratacdo

e mistura direta.
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Figura A3.2 - Representacao grafica dos perfis sigmoides e respetivos ajustes nédo lineares da temperatura de transicéo de
fase principal de LUV de DMPC (4 mM) na auséncia ou presenca de TDF (4x105 M), encapsulado por incubacao,

hidratacdo e mistura direta.
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Figura A3.3. - Representacao grafica dos perfis sigmoides e respetivos ajustes nédo lineares da temperatura de transicao de
fase principal de LUV de DODAB (4 mM) na auséncia ou presenca de TDF (4x10-5 M), encapsulado por hidratacdo e mistura

direta.
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Anexo 4
Espetros de ATR-FTIR obtidos para as formulagées DPPC, DPPC+FTC, DPPC+TDF
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Figura A4.1 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC, sem farmacos encapsulados

(cor preta) e de lipossomas de DPPC, com FCT ou TDF encapsulado.
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Espetros de ATR-FTIR obtidos para as formulagées DPPC:CHOL(7:3), DPPC:CHOL(7:3)+FTC,
DPPC:CHOL(7:3)+TDF
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Figura A4.2 Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC:CHOL (7:3), sem farmacos
encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DPPC:CHOL (7:3), com FCT ou TDF encapsulado.
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Espetros de ATR-FTIR obtidos para as formulagées DPPC:CHOL(6:4), DPPC:CHOL(6:4)+FTC,
DPPC:CHOL(6:4)+TDF

1007 ——DPPC:CHOL 6:4

98 | —— DPPC:CHOL 6:4 + TDF
og| ——DPPCICHOL 6:4 +FTC
94 1
92
90

88

86

Transmitancia (%)

84

82 -
80 -
78 —

500 1000

| | | | | |
1500 2000 2500 3000 33500 4000

v (cm™)

Figura A4.3 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC:CHOL (6:4), sem farmacos
encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DPPC:CHOL (6:4), com FCT ou TDF encapsulado.
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ANEXO 5
ESTUDOS DE VIABILIDADE CELULAR
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Figura A5.1- Viabilidade das células CaSki avaliadas pelo ensaio MTT apds 24 horas de incubacdo com MLV DOPC, MLV

DOPC+TDF e MLV DOPC+FTC
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Anexo 6
Ajuste das cinéticas de libertacdo de RSV aos modelos mateméticos

Cinética de 1? ordem

Tabela A6.1 - Ajustes das cinéticas de libertacao do TDF nao-encapsulado, encapsulado em MLV de DOPC, DPPC e DSPC e encapsulado em MLV de DPPC
incorporados no HG e, por fim, da FTC ndo-encapsulada e incorporada no HG, em meio aquoso (37 °C) através de modelos matematicos.

Equacdo matematica Formulagéo Parametros R: R: ajustado

Fpax= 61,640+1,032
TDF 0,9916 0,9909
k = 0,925+0,058

Fypax= 58,580+0,821
DOPC+TDF 0,9955 0,9951
k = 0,725+0,036

Fyax= 66,920+1,276
DPPC-+TDF 0,9880 0,9870
k = 1,042+0,076

Fynqx= 58,980+0,998
Fax(1 — e DSPC-+TDF 10120 066 0,9907 0,9899
= H i ki

Fyax= 72,550+3,913
0,9696 0,9671
HG com DPPC+TDF k = 0,287+0,036

Fpax= 67,210£1,276
FTC 0,9754 0,9734
k = 3,518+0,325

Fax= 56,712,741
HG+FTC 0,9014 0,8932
k = 1,351+0,260

Frax € a quantidade total de farmaco libertada e k ¢é a constante de libertacao de primeira ordem.



Modelo Korsmeyer—Peppas

Tabela A6.2 - Ajustes das cinéticas de libertacdo do TDF n&o-encapsulado, encapsulado em MLV de DOPC, DPPC e DSPC e encapsulado em MLV de DPPC
incorporados no HG e, por fim, da FTC ndo-encapsulada e incorporada no HG, em meio aquoso (37 °C) através de modelos matematicos.

Equacdo matematica Formulagéo Parametros Re Rzajustado

a =34,610+3,062
TDF 0,8588 0,8470
n = 0,2695+0,0436

a =30,490+3,390
DOPC+TDF 0,8175 0,8023
n = 0,2854+0,0540

a =39,510+3,831
DPPC+TDF 0,8068 0,7907
n =0,2442+0,0488

a = 34,580+3,302
at™ DSPC+TDF 0,8157 0,8003
n = 0,2476+0,0480

a =25,190+1,630
0,9620 0,9588
HG com DPPC+TDF n =0,3889+0,0289

a =53,650+3,368
FTC 0,7691 0,7499
n =0,1219+0,0352

a =35,530+1,332
HG+FTC 0,9636 0,9606
n =0,2484+0,0188

a é constante de incorporacao geométrica e estrutural que tem em conta a forma farmacéutica; n é um de libertacdo que representa o mecanismo de difusdo do
farmaco, sendo baseado na lei de Fick, (um valor de n igual ou menor que 0,5 indica uma difusao Fickiana, para valores entre 0,5 e 1 indica um transporte ndo
Fickiano.
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Modelo Korsmeyer—Peppas com burst

Tabela A6.3 - Ajustes das cinéticas de libertacdo do TDF nao-encapsulado, encapsulado em MLV de DOPC, DPPC e DSPC e encapsulado em MLV de DPPC incorporados no HG e, por fim,
da FTC nao-encapsulada e incorporada no HG, em meio aquoso (37 °C) através de modelos matematicos.

Equacao matematica Formulacéo Parametros Re Reajustado

a =41,670+9,901
TDF n =0,2373+0,0571 0,8683 0,8444
b =-7,187+9,079

a = 38,380+10,830
DOPC+TDF n =0,2454+0,0686 0,8313 0,80062
b =-8,138+9,917

a =46,960+12,720

DPPC+TDF n =0,2168+0,0630 0,8156 0,7821
at™+ b
b =-7589+11,71

a =41,250+10,920
DSPC+TDF n =0,2193+0,0618 0,8249 0,7931
b =-6,798+10,050

a =31,060+4,460
n =0,3416+0,0391 0,9697 0,9642
HG com DPPC+TDF
b =-6,044+4,059

FTC a =56,020+12,180 0,7700 0,7282
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n=0,1178+0,0419

b =-2,372+11,490

a = 38,270+4,399
HG+FTC n = 0,2347+0,0275 0,9652

b =-2,700+4,035

0,9589

b representa o efeito do burst.
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Modelo Weibull

Tabela A6.4 Ajustes das cinéticas de libertacdo do TDF nao-encapsulado, encapsulado em MLV de DOPC, DPPC e DSPC e encapsulado em MLV de DPPC incorporados no HG e, por fim, da

FTC nao-encapsulada e incorporada no HG, em meio aquoso (37 °C) através de modelos matematicos.

Equacao matematica Formulagéo Parametros

Rz

Rzajustado

a =0,901+0,063
TDF Fyax= 62,190+1,278
b = 0,9302+0,0704

0,9922

0,9908

a = 0,7284+0,0376
DOPC+TDF Fyax= 58,220:0,921
b = 1,050+0,060

0,9958

0,9950

@ = 1,044+0,093
Fnax (1 - (-2)) DPPC-+TDF Fyp= 66,890+1,457
b = 1,006:0,097

0,9881

0,9859

a=1,01120,078
DSPC+TDF Fpax= 59,12+1,175
b = 0,971+0,081

0,9908

0,9891

a =0,323+0,011

Fpax= 83,250+2,093
HG com DPPC+TDF
b =0,688+0,021

0,9981

0,9978
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a =2,918+0,507
FTC Fyax= 67,640+1,341 0,9786 0,9747

b = 0,864+0,209

a = 0,600+0,099
HG+FTC Fyx= 80,110+8,811 0,9817 0,9784

b =0,420+0,048

Fnax € @ quantidade total de farmaco libertada e a € um parametro de escala a define que a escala temporal. O parémetro b, caracteriza a a forma da curva. Para (b=1) (Caso 1), sigmoide,
para (b>1) (Caso 2) em forma de S, com curvatura para cima seguida de um ponto de viragem, para (b<1) (Caso 3) parabolica, com maior inclinacao inicial e depois exponencial
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Modelo Higuchi

Tabela A6.5 - Ajustes das cinéticas de libertacdo do TDF nao-encapsulado, encapsulado em MLV de DOPC, DPPC e DSPC e encapsulado em MLV de DPPC incorporados no HG e, por fim,

da FTC nao-encapsulada e incorporada no HG, em meio aquoso (37 °C) através de modelos matematicos.

Equacdo matematica Formulacao Parametros R Reajustado
TDF k =21,360+2,203 0,5403 0,5403
DOPC+TDF k =19,390+2,071 0,5676 05676
DPPC+TDF k =23,160+2,752 0,3841 0,3841
DSPC+TDF k =20,40+2,380 0,4068 0,4068
ktos
k =19,870+0,973 0,9134 0,9134
HG com DPPC+TDF
FTC k =25,000+4,167 -0,9113 09113
HG+FTC k =21,190+1,939 0,5220 0,5220

K é a constante de dissolucao de Higuchi.
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