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“So never mind the darkness
We still can find a way
'‘Cause nothin' lasts forever

”

Even cold November rain

Guns n’ Roses
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RESUMO

O cancro constitui uma das principais causas de mortalidade no mundo, sendo um
problema incomensuravelmente grave. O tratamento do cancro consiste na cirurgia
seguida de radioterapia e/ou quimioterapia. Contudo esta terapéutica apresenta limitacoes.
Assim, a investigacdo tem-se dirigido para a descoberta de alternativas de forma a
melhorar a terapéutica.

O paclitaxel € um dos farmacos anticancerigenos correntemente usado na terapia
de varios cancros. Apesar da sua eficicia, apresenta efeitos secundarios graves,
nomeadamente sob a formulagéo de Taxol, devido a toxicidade do Chremophor EL. Assim,
€ de extrema importancia ultrapassar as limitacdes deste farmaco utilizando para isso,
sistemas alternativos para administracdo do mesmao.

Os lipossomas constituem um dos tipos de vetores de farmacos mais usados,
devido, principalmente, a sua biocompatibilidade. No entanto, apresentam uma grande
limitac@o devido a sua instabilidade. Os prolipossomas sao particulas solidas formadas por
lipidos que ao serem hidratadas dao origem a lipossomas. Assim, apresentam as
vantagens destes sistemas aliadas a uma forma farmacéutica sélida, o que ultrapassa a
gquestao da instabilidade.

Assim, o objetivo deste trabalho foi 0 desenvolvimento de prolipossomas contendo
paclitaxel, como uma alternativa terapéutica para o cancro.

Foram usadas trés processos diferentes: secagem por atomizagéo, liofilizagéo e o
método film deposition on carrier. Os lipossomas obtidos, ap6s a hidratacdo dos
prolipossomas, foram caracterizados, quanto ao seu tamanho, potencial zeta, morfologia e
eficacia de encapsulacdo do farmaco.

Os resultados mostram que a encapsulacdo do paclitaxel foi obtida em grande
percentagem, sendo que ndo afetou o tamanho e potencial zeta dos lipossomas obtidos.
Os prolipossomas produzidos pelo método de secagem por atomizagdo originou
lipossomas com um diametro médio menor (estatisticamente significativo) do que os
obtidos pelos restantes métodos.

Em conclusdo, o método de secagem por atomizacdo merece ser explorado

futuramente devido aos resultados promissores face aos restantes métodos.

Palavras - chave: Cancro, paclitaxel, lipossomas, prolipossomas.
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ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of mortality in the world, being a serious
problem. The cancer treatment consists of surgery followed by radiation therapy and/or
chemotherapy. However this therapy presents limitations. As well, research has been
directed towards the discovery of alternatives to improve therapy.

The paclitaxel is one of anti-carcinogenic recurring therapeutic enough for various
cancers. This despite its effectiveness presents serious side effects, particularly in the
formulation of Taxol, due to the toxicity of Chremophor EL. Thus, it is very important to
overcome the limitations of this drug, using alternative systems for drug administration. The
liposomes constitute a type of vectors commonly used, due to its biocompatibility. However,
feature a large limitation due to its instability. The proliposomes are solid particles formed
by lipids, which to be hydrated giving rise to liposomes. So, present the advantages of these
systems combined with a solid pharmaceutical form, which exceeds the question of

liposome instability.

Thus, the objective of this work was the development of proliposomes containing
paclitaxel, as an alternative cancer therapy. Three different methods were used, spray
drying, freeze drying and film deposition on carrier. The liposomes obtained after hydration
of proliposomes have been characterized, taking into account the size, zeta potential,

morphology and drug encapsulation efficiency.

The results show that the encapsulation of paclitaxel was obtained in a great
percentage and did not affect the average diameter and zeta potential of the liposomes.
The proliposomes obtained by spray drying, after hydration, originated liposomes with a
smaller mean diameter (statistically significant) than those obtained by other methods. In
conclusion, the method of spray drying deserves to be explored in the future due to the

promising results compared to other methods.

Keywords: Cancer, paclitaxel, liposome, proliposome
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCRO

O corpo de um ser humano adulto é composto por, aproximadamente, 10% células.
A manutencéo da integridade do organismo é conseguida gracas a presenca das células-
tronco, estruturas que detém a capacidade de se dividir e diferenciar, a fim de repovoarem
orgaos e tecidos que dependem da renovacao celular. Estima-se que, por dia, estas células
estejam envolvidas em aproximadamente 102 divisdes celulares [1]. Apesar da
multiplicidade de novas células, existe uma complexa rede de mecanismos moleculares
gue regem a proliferacéo e apoptose celulares, garantido assim um controlo sobre o0 seu
namero. Qualquer fator que perturbe o equilibrio entre 0 nascimento e a morte celulares
potencia o aumento da totalidade de células de um érgéo ou tecidos especificos. Como
consequéncia, apos muitas geragdes celulares, este crescimento celular anormal torna-se
clinicamente detetavel como uma neoplasia, também denominada tumor [1-3].

Um tumor pode ser classificado como benigno ou maligno. Esta distingcdo € crucial
para prescrever o tratamento mais apropriado ao doente, bem como determinar o seu
prognostico. Um tumor maligno invade e destréi o tecido normal adjacente. Alcangcando os
canais linfaticos e vasos sanguineos, pode invadir nddulos linfaticos e outros érgaos,
originando metastases. Por sua vez, um tumor benigno néo invade o tecido circundante,
permanece localizado e ndo metastiza. O crescimento dos tumores malignos no geral,
embora ndo invariavelmente, é mais rapido do que o dos tumores benignos. As células de
um tumor maligno tendem a ser menos bem diferenciadas do que as células normais do
tecido de que resultam, enquanto os tumores benignos geralmente se assemelham mais
ao tecido normal [3].

O cancro pode entdo ser definido como um grupo de doencas onde ocorre um
crescimento anormal de células devido a alteracdes na expresséo de genes que levam a
divisdo celular descontrolada ou resisténcia a apoptose. As células cancerosas podem
invadir outros tecidos e érgaos formando metastases, causando significativa morbilidade
e, se nao for tratada, a morte do hospedeiro [1-3].

Talvez a questdo mais importante na biologia do cancro é perceber quais as
alteracdes celulares que conduzem a carcinogénese, evento que transforma uma célula
normal do organismo numa célula cancerosa. A sua origem deve-se, principalmente, a
alteracdo da expressao de proto-oncogenes, 0s quais codificam para proteinas envolvidas
na inducdo da proliferacdo celular e diferenciacédo, e de genes supressores tumorais, que
codificam proteinas que produzem sinais inibitérios do crescimento celular e/ou estimulam

a apoptose. Assim, 0s proto-oncogenes séo ativados, quando deveriam estar em modo
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inativo, e 0s genes supressores de tumores ou S40 expressos incorrectamente ou nem se
chegam a expressar [1, 2, 4-7].

Sao varias as causas apontadas para a alteragcdo da expressdo dos referidos
genes: danos no DNA, devido a mutacbes (translocagbes, amplificacbes, dele¢cbes) ou
mecanismos que resultam na sua transcricdo ou traducdo anormal [3, 5]. A origem das
mutacfes pode ser espontanea, devido a erros de replicagdo do DNA, desaminagéo ou
depurinagdo, mas o mais comum € dever-se a agentes carcinogénicos exégenos. Estes
podem ser de varios tipos: substancias quimicas (aminas e hidrocarbonetos aromaticos,
compostos metdlicos, aflatoxinas, componentes do tabaco, etc.), radiacdo ionizante e
ultravioleta, espécies reativas de oxigénio, virus. Para além de danos diretos na estrutura
do DNA (mutagdes), estes agentes podem modular a expresséo de genes de modo indireto
através de alteracdes epigenéticas, como mudancas na metilacdo do DNA e acetilagdo das
histonas. Uma vez que o material genético da célula é alterado, ndo sendo capaz de ser
reparado pelos mecanismos de reparagdo de DNA celulares, a célula perpetuara essa
alteracdo genética [1, 5, 6].

Para sumariar, sdo cinco as principais vias que devem ser activadas na génese de

uma célula cancerosa [1, 6, 7]:

¢ Independéncia a sinais estimuladores do crescimento externos;

¢ Desenvolvimento de um estado refractario a sinais inibidores do crescimento;

¢ Resisténcia a morte celular programada (apoptose);

¢ Obtencdo de capacidade proliferativa infinita, superando a senescéncia celular;

¢ Desenvolvimento da capacidade angiogénica, ou seja, o potencial de formar novos

vasos sanguineos.

A nivel epidemioldgico, o cancro constitui uma das principais causas de mortalidade
no mundo, tendo sido responsavel por 8,2 milhées de mortes em 2012. De acordo com as
estatisticas apresentadas pela Organizacdo Mundial de Saude, é esperado que os 14
milhdes de novos casos reportados no referido ano aumentem para 22 milhdes nas duas
proximas décadas [8]. Dados como estes mostram de forma indubitavel aquilo que ha muito
€ do conhecimento geral: o cancro € um problema incomensuravelmente grave e a escala
global. Além da elevada incidéncia da doenca e das taxas de mortalidade esmagadoras,
os efeitos que surgem nos doentes comprometem muito a sua qualidade de vida. De facto,
o crescimento de um tumor maligno produz uma série de possiveis efeitos no hospedeiro,
como dor, infe¢cdes, anemia, perda de peso, fadiga, efeitos neurolégicos, acarretando
também ao paciente graves consequéncias a nivel psicolégico e social [9, 10].

Considerando todos estes factos, é facil perceber a razéo para o tratamento do cancro ser
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um dos grandes desafios da medicina moderna e que tem despoletado uma forte onda de
investigacao e investimento por parte das industrias farmacéuticas [11].

1.1.1. TERAPEUTICA

Durante a primeira metade do século XX, cirurgia e radioterapia constituiram os
meios efetivos para o tratamento do cancro [12]. Depois da década de 60, com a
descoberta do acelerador linear, a terapia por recurso a radiagéo tornou-se uma ferramenta
poderosa [11]. Todavia, o poder terapéutico destes métodos € limitado a cancros locais,
ndo sendo eficazes em situacbes de cancro metastéatico [11-13]. Para este Ultimo caso, o
recurso a agentes quimioterapicos é a estratégia atual, uma vez que sdo capazes de atingir
todos os 6rgaos do corpo através da corrente sanguinea [11-13].

A quimioterapia & utilizada em quatro situagfes clinicas principais: tratamento
primario para a doenga avangada ou para 0S cancros para 0s quais ndo existem outras
abordagens eficazes de terapia; tratamento neoadjuvante para 0s pacientes que
apresentam doenca localizada e para os quais as formas locais de terapia, tais como a
cirurgia e/ou radioterapia, ndo sado suficientes; tratamento adjuvante para métodos de
tratamento localizados; perfusdo dirigida a locais especificos do corpo diretamente
afetados pelo cancro [14].

Os farmacos quimioterapicos baseiam-se em compostos citotdxicos que afetam a
divisdo celular, inibindo assim a rapida proliferacdo das células cancerosas. A era da
guimioterapia iniciou-se nos anos 40, com o uso de agentes alquilantes derivados do gas
mostarda, 0s quais séo capazes de formar ligacdes covalentes com o DNA, impedindo
assim a ocorréncia da mitose. Desde entdo, muitos outros farmacos com mecanismos de
acao alternativos foram desenvolvidos [11-13]. Na tabela 1, encontram-se representados
alguns dos principais grupos de quimioterapicos, o respectivo mecanismo de agdo, bem

como exemplos para cada caso.
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Tabela 1: Principais grupos de quimioterapicos e respectivo mecanismo de acgéo [15].

Grupos Mecanismo de agéo Exemplos
Mecloretamina
- Melfalano
Danificam o DNA, trabalhando em todas .
Agentes Carmustina
i as fases do ciclo celular, impedindo a Dacarbazina
alquilantes

célula de se reproduzir.

Temozolomida
Cisplatina
Carboplatina

Antibiéticos

antitumorais

As antraciclinas interferem com enzimas

envolvidas na replicagdo do DNA.

Daunorrubicina
Doxorrubicina
Epirrubicina
Idarrubicina

5-Fluorouracilo
Capecitabina

_ o . o Citarabina
Antimetabdlitos Inibem a biossintese do DNA e RNA. Floxuridina
Gencitabina
Metrotexato
Fludarabina
Hormonas naturais e farmacos
semelhantes a hormonas que séao Uteis Prednisona
Corticosteroides no tratamento de muitos tipos de Metilprednisolona
. . Dexametasona
cancro, sendo por isso considerados
quimioterapicos.
Inibidores

Inibidores da

topoisomerase

Interferem com as topoisomerases,
enzimas que ajudam a separar as
cadeias de DNA para que possam ser
copiadas durante a fase S do ciclo
celular, impedindo assim a sua

replicagéo.

topoisomerase |

Topotecano
Irinotecano

Inibidores
topoisomerase |l

Etoposido
Mitoxantrona

Inibidores

mitéticos

Impedem a formacgédo do fuso mitotico,

parando assim a mitose na metafase.

Paclitaxel
Docetaxel
Vimblastina
Vincristina
Estramustina
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O paclitaxel € um dos farmacos mais utilizados no tratamento do cancro e tem vindo
a ser alvo de um intenso estudo desde a sua descoberta [16]. Ele tera destaque nas
proximas péaginas, onde serd feita uma abordagem das suas principais caracteristicas.

1.1.1.1. PACLITAXEL

No inicio da década de 60, o National Intistute of Cancer (NCI) dos Estados Unidos
iniciou um programa para a descoberta de novos compostos com atividade anticancerigena
derivados de plantas. Foram analisados extratos da casca do teixo do Pacifico (Taxus
brevifolia), tendo uma das amostras revelado atividade citotdxica. Procedeu-se ao
isolamento da substéancia ativa responsavel por tais propriedades, a qual foi nomeada
Taxol [16-19].

Nos anos 80 iniciaram-se 0s ensaios clinicos, tendo-se verificado a potencialidade
do paclitaxel quando num estudo do cancro do ovario se concluiu que 30% dos pacientes
obtiveram uma resposta completa ou parcial a terapia com o farmaco [20, 21]. Em 1992 foi
aprovado pela FDA para o tratamento do cancro do ovario e, dois anos mais tarde, para o
cancro da mama [18, 22]. Atualmente tem sido utilizado na terapia de uma grande
variedade de cancros, incluindo o do ovario [18], mama [23], cancro do pulmdo de
pequenas [24] e ndo-pequenas células [25], bexiga [26], es6fago [27], cancro da cabeca e

pescoco [28] e sarcoma de Kaposi [29].

1.1.1.1.1. ESTRUTURA QUIMICA

O paclitaxel (PTX) € um diterpeno, pertencente a classe dos taxanos, com a férmula
empirica Cs7HsiNO14 € uma massa molecular de 853,9 g/mol. E um pentadecano,
organizado num sistema de anéis tetraciclico e composto por quatro cadeias laterais
localizadas em C2, C4, C10 e C13. Da sua estrutura quimica (figura 1), publicada em 1971
[30], destacam-se um anel oxetano, nas posi¢cdes C4 e C5, e uma cadeia lateral ligada ao
hidroxilo em C13 como uma ligacédo éster [16, 22, 31, 32].

Esta molécula tem sido sujeita a uma extensa caracterizagdo quimica. Estudos nos
quais alguns grupos quimicos do PTX foram sujeitos a modificagfes, com o objetivo de
determinar a relacdo estrutura-atividade do composto, mostraram que o anel oxetano, a
cadeia lateral na posicdo C13 e as posi¢des do hemisfério sul (C1, C2 e C4) tém um papel
crucial no efeito citotoxico do PTX [16, 22, 32, 33]. Estes estudos revestem-se da maior
importancia, ja que permitem abrir caminho para a producao de novos analogos do PTX,

detentores de uma acgéo farmacoldgica melhorada [31, 34-36].
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Figura 1: Estrutura quimica do paclitaxel [18].

1.1.1.1.2. MECANISMO DE ACAO

Susan Horwitz, em 1979, identificou o0 mecanismo molecular responséavel pela
atuacao do paclitaxel na morte das células tumorais [37]. Trata-se de um processo Unico
gue envolve o estimulo da polimerizacdo dos microtdbulos e, para melhor o entender, é
necessario estudar um pouco esta estrutura, bem como rever alguns conceitos-chave da
biologia celular.

Os microtubulos sdo estruturas dindmicas que se formam através da polimerizacao
de heterodimeros de a e B-tubulina. Os dimeros associam-se longitudinalmente para
formar protofilamentos (etapa 1 — figura 2). Um conjunto de 13 protofilamentos agrupa-se,
formando uma estrutura cilindrica oca, o microtubulo (etapa 2 — figura 2). Finalmente, este
€ alongado através da sucessiva adicdo de dimeros as suas extremidades. Ao monémero
de B-tubulina esta ligada uma molécula de guanosina trifosfato (GTP). Apos a incorporacgao
de um novo dimero de tubulina no microttbulo, em algum momento, o GTP € hidrolisado
para GDP. Por esse motivo, a maior parte da B-tubulina que compde a estrutura estara
ligada a uma molécula de GDP. Se a taxa de polimerizacdo for mais rapida do que a taxa
de hidrélise do GTP, no final da extremidade (+) acumular-se-a tubulina-GTP, o que confere

estabilidade ao microtibulo, permitindo que a polimerizagcdo da tubulina continue,
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ocorrendo assim o seu crescimento (etapa 3 — figura 2). Por sua vez, se a polimerizacdo
comecga a ocorrer lentamente, dando tempo as moléculas de GTP da extremidade (+)
hidrolisaram, o microtibulo torna-se instavel, havendo a sua rapida despolimerizagéao.
Assim, um parametro que determina a estabilidade de um microtubulo € a taxa a que as

subunidades de GTP-tubulina s&o adicionadas [38-44].

" GTP GTP
¥ GTP
N A &%
tubulina-GTP { Extremidade (+)
L r
— ptubulina 4
— o-tubulina
ﬂ’ tubulina-GDP
— = =
=
D
fm . Extremidade (-)
® Formagéo do protofilamento JT %
"iz Associagao dos protofilamentos
@3’ Alongamento do microtibulo

Figura 2: Formacao dos microtdbulos e sua estrutura [45].

A extremidade (+), que termina com uma subunidade 3, € muito mais dinamica do
que a expremidade (-), que finaliza com a a. Os microtubulos estdo sempre num estado de
polimerizacdo ou despolimerizagdo, alternando assim entre periodos de crescimento ou
encurtamento, respetivamente, uma propriedade denominada instabilidade dinamica [38-
42]. O balanco entre estes dois estados, e o resultante controlo do comprimento dos
microtubulos, é vital para regular as fungdes bioldgicas dos microtubulos na célula.
Indubitavelmente o seu papel mais importante € a formac¢do do fuso mitético, estrutura

intimamente envolvida na divisdo celular [39, 46-48].

Durante a divisdo celular, a célula deve duplicar os seus componentes internos,
incluindo o DNA, de modo a originar duas células-filhas iguais a si, num processo
designado mitose. Assim, apOs ocorrer a replicacdo do material genético, cada
cromossoma € composto por dois cromatideos idénticos, 0os quais devem separar-se em
extremidades opostas da célula, prontos para fazerem parte do nucleo das duas novas
células que se formardo. Para o desenrolar de todo este processo € essencial a atuagéo

dos microtubulos. A figura 3 ajuda a compreender esta dindmica. No final da profase, os
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microtabulos comec¢am a formar-se e a crescer em direcdo aos cromossomas e, apés a
desintegracdo do nucleo na etapa seguinte, os microtlbulos ligam-se a eles através do
cinetécoro. Em seguida, os cromossomas dispéem-se no plano equatorial do fuso mitético
e a célula entra na anafase. Aqui comeca a ocorrer a despolimerizagdo dos microtubulos,
com 0 seu consequente encurtamento, causando a separagdo dos dois cromatideos de
cada cromossoma e a sua migragao para pélos opostos da célula. Apds a formacao de um
novo nucleo em torno dos dois grupos de cromossomas, a mitose chega ao fim [39, 46-
48].

Cintacoro Equador do fuso

Cromossoma

Micratibulos do fuso
Prometafase

Centrossoma

Metafase

Interfase J

( i Telefose %\% / Anafase A

Anafase B

Figura 3: Estrutura do fuso mitético e sua evolugéo ao longo das varias fases da mitose [47].

Os microtdbulos estdo assim intimamente envolvidos na replicagdo celular e
agentes que interfiram com a dindmica desta estrutura podem inibir este processo. Pois
bem, é aqui que o paclitaxel entra em acdo. Esta molécula tem a capacidade de se ligar
com grande afinidade a B-tubulina dos heterodimeros que formam os microtabulos [37-39,
42]. O local especifico de ligagédo, na superficie interior do microttbulo, é conhecido com

precisao devido a estudos de cristalografia eletrénica da tubulina complexada com PTX
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[49]. A ligacdo do farmaco a superficie dos microtibulos promove a sua estabilidade e
polimerizacdo continua. Assim, ao atuar nas células de um tumor, o PTX suprime a
dindmica dos microtdbulos, impedindo a sua despolimerizacao e, consequentemente, a
separacao dos cromossomas. A célula é incapaz de prosseguir o ciclo e se reproduzir,
levando ao blogueio da mitose e apoptose. Como consequéncia da morte celular, o tumor
€ impossibilitado de crescer [18, 37-39, 50-52].

Em meados de 1990, comecou a ser investigada a atividade antiangiogénica do
PTX, como um possivel mecanismo adicional que contribui para o seu efeito antineoplasico
in vivo. Foi descoberto que este composto tem a capacidade de regular negativamente o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e a angiopoietina-1 (Ang 1), proteina
essencial para a sobrevivéncia das células endoteliais, ramificagdo vascular e estabilizacéo
dos vasos sanguineos [53, 54]. Para além disso, mostrou-se que o farmaco causa a sobre-
expressao da trombospondina-1 (TSP-1), uma potente inibibidora da angiogénese [53, 55].
Dado gue o desenvolvimento de um tumor esta dependente, entre outros fatores, da sua
capacidade de formar novos vasos sanguineos [1], os dados destes estudos merecem ser
explorados de forma a descobrir mais acerca da atividade antiangiogénica do paclitaxel e

0 seu conseguente potencial no tratamento do cancro.

1.1.1.1.3. DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

A escolha de uma formulagéo farmacéutica apropriada € um passo imprescindivel
na producdo de qualquer medicamento. Assim, de modo a produzir os seus efeitos
farmacologicos, o PTX deve ser levado, em concentragfes adequadas, até ao seu local de
acdo. O desenvolvimento de uma formulagéo contendo este farmaco foi um processo
desafiante, devido a questdes relacionadas com a sua obtengéo e propriedades fisico-
quimicas.

A extracdo do PTX da casca do teixo do pacifico, a sua fonte natural, apresenta um
rendimento mutissimo baixo, e cedo se percebeu que seria incapaz de suprir a crescente
demanda pelo farmaco [56]. Em 1988 uma alternativa foi descoberta, ao ter sido
demonstrado que o percursor 10-desacetilbacatina Il (10-DABIII), isolado das agulhas do
teixo europeu (Taxus baccata), podia ser convertido em PTX numa simples reacédo de
semissintese [57]. A sintese total do PTX, devido a complexidade da molécula,
permaneceu durante anos um grande desafio para os quimicos organicos. Em 1994, Holton
e Nicolaou foram bem sucedidos neste campo, porém, os altos custos associados a este
processo tornam-no comercialmente inviavel [22, 58-60]. Outras reacdes de sintese
guimica do farmaco foram desenvolvidas desde entéo [16]. A producao de PTX em culturas

celulares de Taxus desenvolvidas pela Phyton Biotech tém providenciado a Bristol-Myers
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Squibb, companhia farmacéutica responsavel pela produgéo e comercializagao do PTX,
uma fonte segura e sustentavel de farmaco desde 1995 [61]. De facto, as culturas de
células de plantas constituem uma potencial fonte de farmaco de alto rendimento e que
tém sido alvo de muito estudo [22, 58].

O PTX apresenta-se como um pdé branco e altamente hidrofébico
(hidrossolubilidade < 0,3 pg/mL), o que torna necessario o uso de co-solventes [19, 62]. A
formulacdo atualmente disponivel para administragdo intravenosa consiste num veiculo
composto pela mistura de Cremophor EL, CrEL, (6leo de ricino polietoxilado) e alcool
desidratado (1:1, v/v), onde o PTX é solubilizado (6 mg/mL) [19, 63, 64]. No entanto, 0 uso
do CrEL esta associado a uma série de reacdes adversas que incluem hipersensibilidade,
neurotoxicidade e hiperlipidemia, bem como altera¢ges na farmacocinética do PTX [19, 63,
65-69].

1.1.1.1.4. FARMACOCINETICA

As propriedades farmacocinéticas do PTX tém sido extensivamente estudadas e
alguns artigos fornecem uma boa revisdo dos principais estudos efetuados neste ambito
[70-72].

Apo6s a aministracdo intravenosa do PTX, mais de 90% do farmaco liga-se as
proteinas plasmaticas [72, 73]. Apresenta um grande volume de distribui¢cdo, indicando
uma extensiva distribuigcdo extravascular, e uma clearance plasmatica considerada bifasica
[72]. Quanto a sua farmacocinética, os resultados de varios estudos apontam para um
modelo néo linear[71, 74].

O farmaco é submetido a um extenso metabolismo hepatico pelas enzimas do
citocromo P-450, CYP3A e CYP2C8, sendo uma grande percentagem eliminado nas fezes
[71]. Menos de 10% do PTX na sua forma inalterada € eliminado na urina, indicando uma

extensa clearance nao renal [75].

1.1.1.1.5. TOXICIDADE

Sao vérias as reacdes de toxicidade apontadas ao uso do PTX. Na tabela seguinte,
encontram-se descritas as principais reacdes adversas associadas a este farmaco,

acompanhadas de algumas consideracdes relativas as mesmas.
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Tabela 2: Principais rea¢8es adversas associadas ao uso do PTX.

Reacédo adversa

Consideracoes

Hipersensibilidade

Reacdes de hipersensibilidade tipo | que incluem
hipotensdo, dispneia com broncoespasmo, urticaria e
erupcao cutanea [69, 76].

O veiculo CrEL contribui significativamente para estas
reacoes [63]. No entanto, elas s&o igualmente relatadas
em formula¢gBes sem CrEL, mostrando que o PTX por si
s6 é capaz de as promover [77].

Para minimizar o risco associado a estas reagfes, 0S
pacientes devem ser pré-tratados com corticosteréides e
bloqueadores dos recetores de histamina. Mesmo com
esses pré-tratamentos elas podem ocorrer [69].

Toxicidade

hematoldgica

A principal reacdo de toxicidade hematoldgica associada
ao paclitaxel é a neutropenia. Maiores tempos de infusédo
(24h) aumentam a incidéncia de neutropenia, comparando
com infusBes mais curtas (3h) [76].

Numa infusdo de 24h, com doses de 200-250 mg/m?, a
neutropenia é geralmente grave, com contagem absoluta
de neutrofilos < 500/ul [78].

A administracdo de PTX induz também anemia [79].

Os tratamentos combinados com PTX e outros agentes
guimioterapéuticos, como a carboplatina, doxorrubicina e
ciclofosfamida, parecem aumentar a mielossupresséo
[76].

Infecdes

Apesar das infecbes poderem ser atribuidas a
imunossupressdo causada pela toxicidade hematoldgica,
algumas sdo comuns em pacientes que receberam PTX.
A enterocolite neutropénica foi especificamente associada
a terapéutica com este farmaco [80].

Febre e infecbes do trato urinario e respiratério séo
frequentemente relatadas. Episédios de pneumonia e
peritonite também séo descritas [78].
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Neurotoxicidade

Os eventos neurotoxicos associados ao uso do CrEL
incluem ganglionopatia, axonopatia e desmielinizacéo.
Contudo, dados clinicos mostram que o PTX por si mesmo
tem efeito no desenvolvimento da neuropatia periférica [81-
84].

A neuropatia periférica € uma das principais toxicidades
limitantes de dose do PTX e, infelizmente, ao longo da
terapia é encontrada na maioria dos pacientes [85].

A maioria das opc¢les de tratamento para as reacfes de
neurotoxicidade disponiveis sdo paliativas, incluindo a
reducdo da dose e o término do tratamento.
Antidepressivos e anticonvulsivantes sao amplamente
usados para o tratamento da dor neuropética [81, 86]

Toxicidade

cardiaca

Os disturbios cardiacos associados ao PTX incluem,
principalmente, hipotensdo e bradicardia assintomatica
(30% pacientes) [76, 87]

Outros eventos tém sido relatados: Mobitz I, Mobitz Il e
blogueio cardiaco de terceiro grau [76, 87]

Traquicardia ventricular tem sido observada em pacientes
tratados com PTX isoladamente ou em combinagédo com
cisplatina [87, 88].

Quando o PTX é administrado simultaneamente com
doxorrubicina, medeia a sua conversao em doxorrubicinol,
um alcool responsavel por danos irreversiveis no
miocardio [89].

Mialgias

Mialgias podem aparecer 24-72h ap6s a administragcéo de
PTX e o aumento das doses de farmaco esta
positivamente correlacionado com sua a sua incidéncia e
severidade [90].

As informacgBes anteriormente apresentadas, relativamente a farmacocinética e

apresentado em seguida.

toxicidade do PTX, mostram que apesar das suas potencialidades terapéuticas, a sua
ampla distribuicdo pelos tecidos corporais e reacoes de toxicidade s&o inconvenientes que
limitam o seu uso. No entanto, eles ndo sao exclusivos deste farmaco. De facto, sdo muitas

as contrapartidas apresentadas pela quimioterapia convencional [91], como sera
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1.1.1.2. LIMITACOES DA QUIMIOTERAPIA CONVENCIONAL

Muitos dos farmacos quimioterapicos habitualmente usados, apesar de serem
altamente citotéxicos para as células tumorais, ndo sdo capazes de fazer jus ao seu
potencial terapéutico [92]. A falta de especificidade para os tecidos neoplasicos e o0 seu
elevado volume de distribuicdo fazem com que eles sejam distribuidos por todo o
organismo, atingindo concentracdes toxicas nos tecidos saudaveis. Assim, uma das
maiores limitagBes destes farmacos é o seu baixo indice terapéutico, isto €, a dose
necesséria para produzir o efeito antitumoral é tdxica para os tecidos normais [91, 92].

A maioria dos quimioterdpicos ndo agem sobre mecanismos intracelulares
exclusivos das células tumorais, mas sim em vias comuns partilhadas pelas células
neoplasicas e normais. A falta de seletividade no mecanismo de ac¢ao constitui outra das
limitacdes a quimioterapia convencional [91].

Outro dos seus fatores limitantes prende-se com a capacidade das células tumorais
possuirem mecanismos de resisténcia aos farmacos, como a sobre-expressdo da
glicoproteina-P, proteina membranar capaz de bombear os farmacos para fora da célula
[93, 94].

Muitos dos medicamentos utilizados na terapia do cancro apresentam fraca
solubilidade em agua, pelo que a sua formulag&o por vezes obriga ao uso de veiculos que
apresentam problemas de toxicidade, como é o caso do Cremophor® EL, usado na
formulacdo comercial do PTX [18].

Perante todos estas limitacdes, torna-se claro que a solugéo ideal seria conseguir
o direcionamento dos quimioterapicos para o seu local de ag&o, evitando ao maximo a sua
distribuicdo pelos restantes tecidos. Mas como conseguir tal proeza? A resposta surgiu por

meio de Paul Ehrlic, no inicio do século XX [95].

1.1.1.3. VETORIZACAO DE FARMACOS

A vetorizagdo de farmacos (drug targeting) € uma area que tem sido objeto de
investigacao e estudos intensos, caraterizando-se como a capacidade da substancia ativa
se acumular, de forma seletiva, nos tecidos alvo, independentemente do local e métodos
de administracdo. Assim, idealmente, a concentracdo do farmaco no local alvo deve ser
elevada, enquanto que nos restantes tecidos deve manter-se abaixo do nivel que promova
quaisquer reacdes adversas [96]. A aplicacdo deste conceito acarreta duas importantes
vantagens: a quantidade de farmaco necessaria para alcancar um efeito terapéutico pode
ser reduzida, bem como o custo da terapia; a concentracdo do farmaco, em caso de
necessidade, pode ser acentuadamente aumentada, sem efeitos negativos para o0s

restantes tecidos [96].
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Este conceito foi apresentado no inicio do século XX por Paul Ehrlic quando se

referiu ao termo “bala magica”, um sistema capaz de direcionar o farmaco especificamente

para o seu local de acdo [95, 97]. Atualmente, a vetorizacdo de farmacos divide-se

principalmente em duas vertentes: passiva e ativa.

Vetorizacdo passiva

Vetorizacdo ativa

Esta abordagem envolve o uso de caracteristicas fisiol6gicas
apresentadas pelos tecidos alvo, das quais se tira partido
para a entrega de farmacos [96, 97]. E sabido que, sob certas
circunstancias, o endotélio dos vasos sanguineos se torna
mais permeavel, em comparagéo com o estado normal, o que
se verifica em muitos tumores [98]. Como resultado, os
vetores com o tamanho adequado podem deixar o0 espago
vascular e acumular-se no espaco intersticial (figura 4). Este
fendmeno é vulgarmente conhecido como efeito EPR
(enhanced permeability and retention) [91, 97-99]. Uma vez
fora da corrente circulatoria, o farmaco pode ser libertado
para as células tumorais [97].

A vetorizagdo ativa requer a conjugacdo do transportador
com ligandos especificos de recetores celulares do local alvo
(figura 4). O sucesso da vetorizacéo ird depender da selecao
do ligando, que devera ter alta afinidade e especificidade
para um dado recetor celular e ser adequado para
modificagbes quimicas por conjugacao com o transportador
[100]. Séao varias as substéncias que podem servir como
ligandos: anticorpos, hormonas, moléculas carregadas,
polissacarideos, lipoproteinas [97]. Os anticorpos
monoclonais constituem as moléculas mais frequentemente
usadas [101]. A possibilidade de conjugacdo do
transportador com Vvarios tipos de ligandos oferece
excelentes oportunidades para romper as barreiras
fisioldgicas e ter acesso a diferentes tecidos, seguindo-se a

ligacdo ao recetor celular e internalizacéo [100].
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Proteina de fuséo Micelas

i § Nanotubos de carbono

Féarmaco-polimero
conjugado

Vetorizacao ativa

Nanoesferas Lipossomas

___Vaso
sanguineo

Figura 4: Transporte de farmacos anticancerigenos para o tumor, através de vetorizagcéo
ativa e passiva. A vetoriza¢@o passiva faz uso da permeabilidade aumentada dos vasos
sanguineos tumorais, permitindo a libertagdo do farmaco na proximidade do tumor. A
vetorizagcdo ativa € conseguida através da funcionalizacdo da superficie do vetor com
moléculas que reconhecem recetores ou antigénios sobre-expressos nas células
cancerigenas. Uma vez chegado a vizinhanga do tumor, o vetor pode libertar o seu contetdo
préximo da célula (1); ligar-se ao recetor na membrana da célula e libertar o farmaco (ll); ser
internalizado na célula (Ill). S&o varios os tipos de vetores adequados para o transporte de
farmacos. Adaptado de [102].
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Varios sistemas apresentam potencialidades que os tornam adequados para o uso
como vetores de farmacos [102-106], sendo alguns exemplos ilustrados na figura 4. De

entre todos eles, os lipossomas constituem um dos sistemas de maior importancia.

1.2. LIPOSSOMAS

Na década de 60, Alec Bangham e seus colaboradores observaram que
fosfolipidos, em contacto com um meio aquoso, davam origem a estruturas em bicamada
fechadas [107]. Mais ainda, demonstraram que a difuséo de catides e anides univalentes
através das paredes dessas mesmas estruturas era notavelmente semelhante a difusao
ocorrida através das membranas biologicas [108]. Pouco tempo depois, estes sistemas
receberam a designacédo de lipossomas [109]. Apds o trabalho de Bangham, passaram a
ser usados como modelos para o estudo das membranas celulares [109]. Em 1970, Sessa
e Weissmann procederam com sucesso a incorporacdo de lisozimas no interior de
lipossomas [110]. Os resultados de tal experiéncia foram um prenuncio para o potencial do
uso destas estruturas na medicina [111] e assim, em 1971, Gregoriadis prop6s a sua
utilizacdo como um sistema transportador de farmacos [112]. Desde entéo, e até aos dias
de hoje, os lipossomas e as suas propriedades tém sido alvos de uma intensa investigacao,
a qual resultou na publicacdo de milhares de estudos e no desenvolvimento e aprovacao

de vérias formulac¢des de farmacos transportados em lipossomas [113].

1.2.1. CONSTITUICAO E ESTRUTURA

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas por lipidos, os quais se organizam
em uma ou mais bicamadas lipidicas, envolvendo um compartimento aquoso. Eles séo
caracterizados pela sua composicdo lipidica, distribuicdo do tamanho de particulas e
namero de lamelas, os quais ditam as suas caracteristicas de estabilidade e interagédo
[114]. Os lipossomas sao compostos principalmente por fosfolipidos, moléculas anfifilicas
formadas por uma cabeca hidrofilica e duas cadeias hidrofébicas. Quando séo dispersos
em solucdo aquosa, devido a sua natureza anfipatica, eles tém tendéncia para formar
membranas. As regides polares interagem com o ambiente aquoso, sendo dirigidas para o
interior do nucleo e para a fase aquosa externa; por outro lado, as suas longas cadeias
apolares ficam voltadas umas para as outras, formando a regido interna da bicamada. Em
solucao aquosa, estas propriedades favorecem a formacao de uma dupla camada lipidica
(figura 5) [111, 115, 1186].
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Figura 5: Representacéo da estrutura da bicamada fosfolipidica e de um lipossoma [117].

1.2.1.1. FOSFOLIPIDOS

Os glicerofosfolipidos constituem o grupo de fosfolipidos mais abundante nas
membranas biolégicas. Estruturalmente sdo compostos por uma zona apolar formada por
dois acidos gordos que se unem, por meio de uma ligacdo éster, aos carbonos 1 e 2 de
uma molécula de glicerol. No hidroxilo do seu carbono 3 é estabelecida uma ligacéo
fosfodiéster com um grupo altamente polar ou carregado. Da sua composi¢cao fazem parte
um grupo fosfato, ao qual se encontra ligada uma molécula organica. Na figura 6 pode ser
observada a estrutura geral de um glicerofosfolipido. Os acidos gordos ai representados
sdo meramente exemplificativos, uma vez que os fosfolipidos podem ser formados por uma
grande variedade destas moléculas, as quais diferem no nimero de 4&tomos de carbono e
grau de insaturacao. Variavel é também a molécula organica ligada ao grupo fosfato,
representada na figura 6 por X [118]. Na tabela 3 encontram-se alguns exemplos das mais

frequentes, bem como a referéncia ao glicerofosfolipido que originam.

7
ITHﬁ_O_C\/\\/\\/\/\/\/\/\

1
2'CH_O_c\A/\/\/ﬁ/\A/\/
9

|
3CHz—O—li’—O— X
0]

Figura 6: Estrutura geral de um glicerofosfolipido. X representa a molécula orgéanica ligada

ao grupo fosfato, a qual pode ser variavel [119].
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Tabela 3: Exemplos dos glicerofosfolipidos mais comuns, nome e férmula das respetivas moléculas
orgéanicas (X) que constituem os seus grupos polares e carga do lipido a pH neutro [119].

Glicerofosfolipido Nome de X Férmula de X Carga pH neutro
Acido fosfatidico ) (—H) 1
Fosfatidilcolina Colina (=CH,CH,N*(CH3)3) 0
Fosfatidiletanolamina Etanolamina (—CH,CH,NHY) 0
Fosfatidilglicerol Glicerol (—CH,CHOHCH,0H) -1
Fosfatidilserina Serina (—CH,CHNH3C00") -1

A variacdo das moléculas organicas que constituem o0s grupos polares e das
cadeias hidrocarbonadas que formam os acidos gordos leva a existéncia de uma grande
diversidade de fosfolipidos [119, 120]. Estes podem ser obtidos de fontes naturais ou
produzidos sinteticamente [120]. A fosfatidilcolina trata-se de um dos lipidos mais
abundantes nas membranas bioldgicas, sendo também um dos mais usados na
preparacéo de lipossomas [117, 120]. E obtida de fontes naturais, mais propriamente da
soja ou da gema do ovo [120].

Os fosfolipidos caracterizam-se por uma temperatura de transicdo de fase (Tc).
Quando esta é atingida a membrana passa de uma fase gel-sélido, na qual a cadeia
hidrocarbonada do lipido se encontra num estado ordenado, para uma fase de cristal-
liquido, onde as moléculas ficam com movimentos mais livres e os radicais hidrofilicos
agrupados tornam-se completamente hidratados, tornando a membrana mais fluida e
permeavel [121]. Varios fatores afetam a Tc: a natureza do grupo polar; o comprimento e
grau de saturacdo das cadeias hidrocarbonadas que formam os acidos gordos (quanto
maiores e saturadas foram as cadeias, maior a Tc); a pureza (quanto menos puro é o lipido,
maior € o intervalo da Tc) [120]. Os fosfolipidos naturais sdo geralmente misturas de
componentes com cadeias de hidrocarbonetos de diversos comprimentos [118]. Em tais
casos é de esperar que as transicdes nao sejam tdo bem definidas, levando a um intervalo
de Tc mais amplo, como acontece por exemplo com a fosfatidilcolina do ovo, cuja Tc varia
entre -5 e -15 °C [120]. O conhecimento deste parametro é de grande importancia quando
se trata de escolher os lipidos mais adequados para a preparacao de lipossomas com as
caracteristicas pretendidas [114]. De facto, o comportamento de uma membrana
lipossomal determina algumas das propriedades dos lipossomas tais como a
permeabilidade, a fusdo e a agregacdo, o que trara consequéncias ao nivel da sua

estabilidade e futuras aplicacdes [122].
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1.2.1.2. COLESTEROL

O colesterol (figura 7) € o mais importante esterol presente nas membranas
biolégicas [117]. Juntamente com os fosfolipidos, este composto usualmente faz parte das
membranas dos lipossomas. De facto, a sua adi¢cdo a bicamada lipidica diminui a sua
permeabilidade e aumenta a sua estabilidade, uma vez que induz o empacotamento dos
fosfolipidos. Assim, o colesterol preenche o0s espagos vazios entre as moléculas
fosfolipidicas, ancorando-as mais fortemente na estrutura [115, 123]. Esta influéncia do
colesterol no comportamento das membramas lipossomais tem sido claramente
comprovada [124, 125].

HO

Figura 7: Estrutura quimica do colesterol [123].

1.2.2. CLASSIFICACAO

Os lipossomas podem ser classificados segundo o seu didmetro e nimero de
bicamadas lipidicas, os quais vao depender da sua composi¢do e método de preparagdo
[126]. Assim, quanto ao tamanho, as vesiculas podem obter as seguintes designacdes:
pequenas, quando apresentam um didmetro compreendido entre 20 e 100 nm; grandes,
se 0 seu tamanho esta entre os 100 e 1000 nm; gigantes, quando o seu diametro ultrapassa
1 um, podendo estender-se até dezenas de um. Os lipossomas podem ser constituidos por
uma Unica bicamada lipidica — vesiculas unilameres — ou por varias bicamadas — vesiculas
multilamelares. Atendendo entdo a estas duas propriedades, podem ser considerados
varios tipos de lipossomas: vesiculas unilamelares pequenas — SUV (small unilamellar
vesicles), vesiculas unilamelares grandes — LUV (large unilamellar vesicles), vesiculas
unilamelares gigantes — GUV (giant unilamellar vesicles). De grande importancia séo as
vesiculas multilamelares — MLV (multilamellar vesicles) — cujo método de preparacéo € o
mais simples e imediato, podendo apresentar um didmetro de 100 nm até varios um [126].
Podem ser também distinguidas as vesiculas oligolamelares — OLV (oligolamellar vesicles)
— que apresentam um grande nucleo aquoso central rodeado por um pequeno nimero de
bicamadas e, a semelhanca das unilamelares, se subdividem em pequenas (SOV),

grandes (LOV) e gigantes (GOV). Quando lipossomas mais pequenos sdo aprisionados
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aleatoriamente em vesiculas maiores originam-se os lipossomas multivesiculares — MVL
(multivesicular liposomes) [116, 126].

Na figura 8 é apresentada uma representacdo esquematica dos tipos de lipossomas
referidos no texto.

GOV

Figura 8: Representagdo esquemética dos varios tipos de lipossomas, classificados

segundo o seu didmetro e numero de bicamadas lipidicas [127].

1.2.3. METODOS DE PREPARACAO

A tabela 4 faz referéncia a alguns dos principais métodos usados para a producao

de lipossomas.

Tabela 4: Métodos de producéo de liposomas e respetivo tipo de vesiculas formado [118, 122].

Formacgao das vesiculas Tipos de vesiculas formados
Hidratag&o do filme lipidico MLV

Evaporagdo em fase reversa MLV, LUV

Injecé@o do solvente orgénico MLV, LUV, SUV
Desidratacéo-rehidratacdo MLV

Reducdo do tamanho das vesiculas

Extrusdo através de filtros de policarbonato LUV, SUV
Homogeneizacgéo a alta presséo LUV, SUV
Sonicacao Principalmente SUV
Purificacdo
Dialise -
Cromatografia -

Ultrafiltracdo -
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1.2.4. METODOS DE CARACTERIZACAO

7

Apbés a obtencdo dos lipossomas, € imprescindivel proceder-se a sua
caracterizacao fisico-quimica, de modo a podermos avaliar a qualidade do produto e tirar
conclus@es acerca do método de producdo usado. Sao varios os parametros passiveis de
estudo, sendo que o diametro médio da particula, a carga elétrica de superficie, morfologia

e eficacia de encapsulacdo do farmaco constituem alguns dos mais importantes.

Tabela 5: Métodos de caracterizacéo dos lipossomas [128, 129].

Caracteristica Método
Tamanho Microscopia eletrdnica,
Dynamic light scattering (DLS)
Carga a superficie (Potencial zeta) Electrophoretic light scattering (ELS)
Lamelaridade Microscopia eletrénica
Eficacia de encapsulagdo do farmaco Cromatografia
Morfologia Microscopia eletronica
Andlise térmica Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

1.2.5. APLICACOES DOS LIPOSSOMAS: VETORIZACAO DE FARMACOS

1.2.5.1. VANTAGENS

Os lipossomas sao dotados de caracteristicas particulares que lhes conferem um
grande potencial como vetores de farmacos. Para comegar, estes sistemas tém sido alvo
de um intenso estudo, pelo que ja se encontram bem caracterizados ao nivel das suas
propriedades fisico-quimicas e estruturais, rea¢gfes de toxicidade e imunogenicidade e
possiveis formas de administracao in vivo. Assim, toda a informacao disponivel permite a
escolha e concecéo do sistema mais apropriado para cada finalidade. A sua estrutura dota-
os da capacidade de transportar farmacos hidrofilicos, no interior do seu nudcleo interno
aquoso, e também farmacos lipofilicos, aprisionados no interior da bicamada fosfolipidica
[115].

Sao biocompativeis, produzidos com lipidos presentes nas membranas biol6gicas,
biodegradaveis e a eles esta associada a baixa ocorréncia de reacfes toxicas e
imunoldgicas [97, 101].
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Sob o ponto de vista tecnologico, o seu fabrico utiliza matéria-prima acessivel,
podendo ser usados inUmeros métodos de preparacao [126]. Os lipossomas podem
incorporar farmacos com variadissimas caracteristicas, estando disponiveis varias
estratégias a ser adotadas de acordo com a natureza do material a encapsular [122].

A encapsulacdo do farmaco no interior do lipossoma protege-o dos fendmenos de
degradacdo enzimética e inativagdo quimica e imunolégica [116]. Assim, impedem que a
substancia ativa seja metabolizada antes de atingir o seu local de acdo e, em simultaneo,
minimizam a exposi¢cao das células saudaveis ao farmaco e seus potenciais efeitos toxicos,
0 gue contribui para aumentar o seu indice terapéutico [115].

Os lipossomas podem sofrer modificagdes a sua superficie de modo a dota-los de
véarias funcionalidades, incluindo o prolongamento na circulagdo sistémica (recurso a
peguilacdo) o direcionamento para o local-alvo (uso de ligandos a sua superficie) e o

aumento da internalizagdo celular [130].

1.2.5.2. INTERAGCAO LIPOSSOMA-CELULA

O sucesso terapéutico de um farmaco transportado em lipossomas dependera do
modo como eles, alcancando o local alvo, irdo interagir com as células para proceder a
entrega do seu conteddo. Fundamentalmente, sdo cinco 0s mecanismos de que 0s
lipossomas se podem servir para estabelecer o contacto celular e cumprir a sua missao

(figura 9).

Adsorcédo — Os lipossomas podem associar-se a superficie celular, sem ocorrer a sua
internalizacdo, sendo a sua bicamada lipidica degrada por enzimas. Isto conduz a
libertacdo do farmaco para o meio extracelular, o qual se pode difundir, gragcas a um
gradiente de concentracéo, através da membrana rumo ao citoplasma [115]. A adsor¢éo
pode ser mediada por forgas ndo especificas (por exemplo, interagdo eletrostatica ou
hidrofébica — figura 9-b) ou por componentes especificos, como recetores da superficie
celular que reconhecam e se liguem a moléculas da membrana dos lipossomas ou ligandos

neles conjugados (figura 9-a) [131].

Fusdo — A membrana lipossémica funde-se com a membrana plasmatica da célula-alvo,
havendo a liberagdo do seu conteudo para o citoplasma (figura 9-c). Eventos secundarios
podem levar o farmaco a concentrar-se noutros compartimentos intracelulares, como os
lisossomas [131, 132].
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Libertacdo por contacto — A membrana do lipossoma, ao contactar com a superficie
celular, pode sofrer destabilizacdo com um consequente aumento da sua permeabilidade.
Como resultado, o seu conteudo € libertado e pode entrar na célula via micropinocitose
(figura 9-d) [113].

Transferéncia lipidica — Este processo consiste na transferéncia de moléculas lipidicas
entre os lipossomas e a membrana celular, sem o comprometimento da integridade da

membrana nem a rutura do lipossoma (figura 9-e) [131].

Endocitose — Outra possibilidade é a internalizacédo dos lipossomas por endocitose (figura
9-f). Seguidamente pode ocorrer uma de duas opc¢oes: a fusdo com os lisossomas, sendo
gue baixos valores de pH conduzem a degradacdo da membrana lipossémica, seguindo-
se a liberagdo do farmaco (figura 9-g); a destabilizacdo do endossoma e consequente
libertacdo do farmaco (figura 9-h) [131].
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Figura 9: Representacdo dos mecanismos de interacdo entre o lipossoma e a célula. As
letras apresentadas representam 0s seguintes processos: a — adsorcdo especifica; b —
adsorcgdo nao especifica; ¢ — fusao; d — libertacdo por contacto; e — transferéncia lipidica; f
— endocitose; g — fusdo com o lisossoma; h — destabilizacdo do endossoma e consequente

libertacao do farmaco. [113]
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1.2.6. INSTABILIDADE DAS FORMULACOES LIPOSSOMICAS

Um dos problemas principais que limitam o amplo uso € a instabilidade - fisica e
guimica. Dependendo da sua composicao, as formulactes de lipossomas podem ter curtos
“tempos de prateleira” devido a ela. A instabilidade quimica pode ser causada por hidrélise
da ligacdo éster e/ou oxidacdo de cadeias acilo dos lipidos insaturados. A instabilidade
fisica pode ser provocada por saida de farmaco a partir das vesiculas e/ou a agregacéao ou
a fus@o das vesiculas, formando particulas maiores. Ambos os processos influenciam o
desempenho in vivo da formulacdo do farmaco, e, portanto, podem afetar o seu indice
terapéutico [92]. Este problema associado a instabilidade das formulagfes lipossomicas

parece ter uma solucéo: prolipossomas.

1.3. PROLIPOSSOMAS

O conceito de prolipossomas foi apresentado pela primeira vez por Nicholas Payne
e colaboradores, em 1989, sob um titulo sugestivo “Proliposomes: A Novel Solution to an
Old Problem” [133]. Os prolipossomas foram descritos como um produto granular, seco, de
escoamento livre, sendo o po constituido por lipidos, o farmaco e um material transportador
solavel em agua (um agucar, por exemplo), que ao ser hidratado permite a formagéo de
vesiculas liposomicas multilamelares (MLV) [133, 134]. Na generalidade, as formula¢des
lipossomicas podem sofrer uma variedade de reagfes adversas a sua estabilidade,
incluindo agregacéo, oxidacao e hidrdlise dos fosfolipidos, o que limita 0 seu tempo de vida
Gtil e torna questionavel a sua utilidade como um produto comercializavel. Neste caso, um
sistema capaz de transportar o farmaco, concebido para minimizar potenciais problemas
de estabilidade fisica e quimica seria ideal [133]. Assim, os autores descrevem O0sS
prolipossomas como uma potencial alternativa as formulagcfes lipossomicas
convencionais, que permitem evitar muitos dos problemas de instabilidade por elas
apresentadas, uma vez que se tratam de particulas sélidas e secas, cujo proposito € serem
hidratadas apenas imediatamente antes do uso. A sua administracdo pode ser feita por via
intravenosa, ou por outras vias [133, 134]. O seu estado fisico faz com que sejam sistemas
versateis, de facil medicao, distribuicdo e armazenamento, com possibilidades de fabrico
rentavel em larga escala e uso com uma vasta gama de substancias ativas [134, 135]. Os
prolipossomas podem também ser administrados no seu estado sélido, sendo que os
lipossomas sao formados in vivo, sob a influéncia dos fluidos fisiolégicos [135].

Os prolipossomas sao um sistema ideal para farmacos lipofilicos, sendo que depois
da sua hidratacédo eles se concentram na membrana lipidica dos lipossomas formados
[133]. As caracteristicas dos prolipossomas irdo depender da formulagéo usada para a sua

preparacdo. A sele¢cdo de um material transportador adequado é um importante fator a
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considerar. Este deve ser escolhido com base na sua porosidade e capacidade de
acomodar os lipidos a sua superficie, de modo a que eles figuem homogeneamente
dispersos. Ser soluvel em 4gua, de modo a facilitar a hidratagdo dos prolipossomas, e
adequado para a via de administracdo que se pretende usar sdo outros dos requisitos que
ele deve cumprir. Os aglcares constituem bons candidatos [133].

Para que os prolipossomas possam atuar como um sistema veiculador de
farmacos, é fundamental a escolha de metodologias de producdo adequadas. O método

classico desenvolvido por Payne e o0 a técnica de spray drying sdo das mais utilizadas.

1.3.1. METODOS DE PRODUCAO

Alguns dos métodos de producgédo dos prolipossomas estéo indicados na Tabela 6.

Tabela 6: Métodos de producéo dos prolipossomas.

Método Consideracdes

e Método originalmente usado por Nicholas Payne para a producéo
de prolipossomas [133];
¢ Envolve a preparagdo de uma solucéo de fosfolipidos e farmaco
num solvente orgénico volatil [133];
Film deposition e O material transportador (carrier) € colocado num evaporador
on carrier rotativo, sendo que a solucdo organica de lipidos e farmaco vai
sendo depositada sobre ele, seguindo-se a evaporacdo do
solvente [133];
e Varios autores tém sido bem-sucedidos na preparacdo de
prolipossomas usando este método [136-139].

e O método de spray drying, ou secagem por atomizac¢ao, consiste
na atomizagdo da solucdo, formando-se milhares de
pequenissimas gotas que, apds evaporacdo do solvente nelas
presente, originam particulas sélidas [140].

Spray drying

e Esta metodologia tem sido muito utilizada na producdo de
prolipossomas, principalmente para a via pulmonar [141, 142].
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1.3.3. APLICACOES DOS PROLIPOSSOMAS

Apesar do conceito de prolipossomas ter surgido no final da década de 80,
constituem uma matéria ainda pouco estudada. Enquanto possiveis sistemas de entrega
de farmacos, oferecem as vantagens das formulacdes lipossémicas e resolvem os
problemas de instabilidade por elas apresentados [133, 134]. Assim, as suas
potencialidades merecem ser exploradas.

Uma revisdo dos trabalhos cientificos publicados nesta &rea mostra que eles
incidem sobretudo em duas vertentes: desenvolvimento de prolipossomas para

administracéo pela via pulmonar e oral.

1.3.3.1. VIAORAL

A via oral continua a ser uma das escolhas preferidas para a administragdo de
farmacos. Contudo, muitas substancias ativas sofrem de problemas de biodisponibilidade
devido a sua baixa solubilidade e estabilidade nos fluidos gastrointestinais, pobre
permeacao através desta barreira ou degradacéo hepética [135]. Varias metodologias tém
sido adotadas para superar o desafio que este tipo de farmacos apresenta, sendo que
inUmeros estudos mostram que os prolipossomas podem ser uma possivel estratégia a
considerar. Uma vez que sao particulas sélidas, podem ser formulados em formas de
dosagem como comprimidos e capsulas, ocorrendo a posterior formacao dos lipossomas
in vivo, aquando do contacto com os fluidos biolégicos [143]. Desta forma, os
prolipossomas oferecem uma sinergia Unica entre a capacidade dos lipossomas
encapsularem e protegeram os farmacos e o aumento da estabilidade que é assegurado
pelas formas farmacéuticas sélidas [144].

Yanamandra et al. prepararam capsulas e comprimidos com prolipossomas de
lovastatina (usada no tratamento da hipercolesterolemia), o que resultou num aumento da
biodisponibilidade do farmaco [145].

Prolipossomas de cetoprofeno (anti-inflamatério) foram produzidos, com vista a
aumentar a sua absorcéo e tolerancia géastrica [143]. Os resultados do estudo mostraram
a transformacéo do farmaco do estado cristalino para o amorfo, o que resulta num aumento
da taxa de dissolugdo de moléculas insoltveis em agua [143]. Os estudos de aborcao in
situ revelaram um aumento da aborcao do cetoprofeno, com reduzida toxicidade gastrica
[143].

Vani¢ et. al usaram a técnica de spray drying para a preparacao de prolipossomas
de metronidazol (antibi6tico), que usaram posteriormente para a producao de comprimidos
[144].
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O antirretroviral tenofovir viu a sua permeabilidade aumentada, em estudos in vitro,
guando administrado em prolipossomas [146].

Bobbala e Veerareddy usaram o método film deposition on carrier para a
preparagdo de prolipossomas de isradipina (anti-hipertensor). A biodisponibilidade do
farmaco administrado nestes sistemas foi aumentada em comparagcdo com a suspensao
de farmaco puro [137].

Estudos de farmacocinética in vivo, efetuados em ratos, mostraram um aumento
em trés vezes da taxa de absorcao do raloxifeno (usada no tratamento da osteoporose),
gquando administrado em prolipossomas [139].

Estudos semelhantes foram feitos com prolipossomas de zaleplon (farmaco usado
no tratamento de insénias), tendo-se demonstado um aumento da biodisponibilidade da
substancia ativa [135].

Tantisripreecha et al. empreenderam um estudo para conhecer a potencialidade do
uso dos prolipossomas em comprimidos de libertacdo retardada para administracdo oral
de proteinas. Para tal, foi usada a albumina sérica bovina. Os comprimidos mostraram ser
completamente restituidos em lipossomas, com resisténcia suficiente para o ambiente
hostil do trato gastrointestinal [147].

Prolipossomas de metoclopramida (antiemético) mostraram ser adequados para a
producao de comprimidos de libertacao controlada de moléculas altamente sollveis
[148].

Xu et al. desenvolveram prolipossomas de vimpocetina (tratamento e prevencao do
AVC e outras doencas cerebrovasculares), o que resultou num aumento significativo da
sua biodisponibilidade, em comparacdo com a suspensao do farmaco [149].

Prolipossomas com o imunosupressor ciclosporina A foram desenvolvidos, com
vista a ultrapassar os problemas de baixa solubilidade apresentados pelo farmaco. Os
resultados destes estudos permitiram obter uma formulacdo prolipossomal estavel,
facilmente hidratavel que permitiu aumentar a biodisponibilidade da substéncia ativa [150].

Potluri e Betageri prepararam prolipossomas de progesterona. A formulagéo
produzida permitiu aumentar a taxa de dissolugéo e transporte membranar da substancia,
como revelaram os estudos in vitro, onde se verificou um aumento de quatro vezes no seu
transporte celular [151].

Os resultados destes estudos apresentados mostraram que os prolipossomas séo
um potencial sistema para possibilitar a administracdo oral de farmacos com baixa

solubilidade em &gua.
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1.3.3.2. VIA PULMONAR

Os prolipossomas podem proporcionar um sistema de entrega eficiente para o
tratamento de doencas pulmonares, oferecendo muitas vantagens como o facto de serem
biocompativeis, biodegradaveis e relativamente ndo-toxicos. Sdo compativeis com o
surfactante pulmonar (85% de fosfolipidos), aumentam o indice terapéutico dos farmacos
devido a promocédo da sua entrega celular e clearance lenta, o que minimiza ou elimina
efeitos secundarios, reduzindo a dose ou a frequéncia de dosagem, a toxicidade sistémica
e 0s custos da terapia [152, 153].

Elhissi e Taylor usaram o método film deposition on carrier para prepararem
proliposomas para serem testados em nebulizadores. Mostraram que de facto estes
sistemas oferecem um meio para a producdo de formulacdes lipossémicas para entrega
pulmonar de farmacos, através de um nebulizador [138].

Prolipossomas de véarios farmacos usados no tratamento da tuberculose
(rifapentina, pirazinamida, isoniazida) foram desenvolvidos, usando o método de spray
drying [141, 154, 155]. Os prolipossomas de isoniazida mostraram ser potenciais
candidatos para um tratamento alternativo da tuberculose, ja que exibiram uma maior
atividade terapéutico, quando comparados com o farmaco livre [141].

Rojanarat et al. desenvolveram prolipossomas de levofloxacina, um farmaco usado
no tratamento de segunda linha da tuberculose. Foi usado o0 método de spray drying para
a sua producéo, tendo-se obtido particulas com uma morfologia esférica quando na
formulacdo a quantidade de manitol, usado como material transportador, excedia os 10%.
Estudos de toxicidade in vivo efetuados em ratos mostraram a auséncia de toxicidade renal
e pulmonar associada a administragdo dos prolipossomas [142].

Os prolipossomas, enquanto sistema de administracdo de farmacos para a via
pulmonar, merecem de facto ser explorados ja que oferecem oportunidades Unicas na
nanomedicina pulmonar, enquanto promovem uma libertagdo modificada do farmaco e

promovem a sua estabilidade [142].

1.3.3.3. OUTRAS VIAS DE ADMINISTRACAO

Jahn et al. desenvolveram prolipossomas para o tratamento topico da dermatite
atopica. Esta doencga foi induzida em ratinhos e, o seu tratamento com a formulagédo
lipossdmica, formada apds a hidratagcdo dos prolipossomas produzidos, conduziu a um

claro melhoramento no seu estado [156].
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Ning et al., através do método film deposition on carrier, produziram prolipossomas
de clotrimazol para o tratamento da candidiase vaginal. Os resultados mostraram que a
administracdo do farmaco nestes sistemas permitiu uma libertacao prolongada do mesmo
e 0 aumento da sua retengao na mucosa vaginal [157].

Prolipossomas contendo sulfato de polimixina B, um farmaco hidrofilico, foram
produzidos para administracdo intravenosa. Nefrotoxicidade, hepatoxicidade,
neurotoxicidade e irritagéo local tém sido os maiores fatores limitantes para o uso deste
farmaco. Estudos de toxicidade in vivo, efetuados em ratinhos, mostraram que a sua
encapsulacao nos lipossomas causou uma diminuinuicdo nos seus efeitos toxicos [158].

Prolipossomas para a administragéo transdérmica de levonorgestrel, um farmaco
usado como contracetivo, foram produzidos. Os resultados mostraram o potencial destes
sistemas para uma administragéo transdérmica eficaz de substancias ativas hidrofobicas
[159].

AmBisome® é um produto comercializado consistindo em anfotericina B lipossémica
liofilizada, o qual é dissolvido e posteriormente administrado por via intravenosa. Da sua
constituicdo fazem parte a fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol e a sacarose
[160, 161].

1.3.3.4. PROLIPOSSOMAS NO TRATAMENTO DO CANCRO

Alguns estudos envolvendo a preparacédo de prolipossomas para administracéo de
farmacos quimioterapicos foram desenvolvidos.

Prolipossomas contendo SN-38 foram preparados. Esta molécula constitui um
metabolito ativo do irinotecano com potente atividade anticancerigena. E insoltvel em agua
e muito toxica, pelo que o seu transporte em lipossomas pareceu ser ideal para resolver
estas limitacdes. Os prolipossomas foram preparados com sucesso e os estudos de
farmacocinética sugeriram que os lipossomas formados apdés a sua hidratacao
aumentaram o tempo de circulacdo do farmaco, em comparacdo com uma solucdo de
farmaco, o que contribui para manter a sua acao terapéutica [162].

Prolipossomas contendo o antineoplasico teniposido foram avaliados, concluindo-
se ser um potencial sistema para a administracdo deste farmaco [163].

Estudos envolvendo a preparacdo de prolipossomas de doxorrubicina foram
realizados. Em ambos se verificou que a administragdo do farmaco nestes sistemas levou
a uma diminuicdo da sua toxicidade aguda, sendo que num deles se demonstrou o

aumento do seu efeito terapéutico, quando comparado com o farmaco livre [164, 165].
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Prolipossomas de metotrexato foram produzidos e a formulacdo lipossémica
resultante da sua hidratacdo foi administrada por via intravenosa em ratos. Os resultados
dos estudos farmacocinéticos mostraram uma diminuicdo dos efeitos colaterais nos
orgdos, em comparagdo com a administracao do farmaco livre [166].

Todos os estudos apresentados anteriormente sdo apenas alguns dos exemplos
gue mostram o potencial dos prolipossomas como sistemas de entrega de farmacos, o qual

merece continuar a ser investigado.
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2. OBJETIVOS

Atendendo a necessidade de serem criados novos sistemas de transporte de
farmacos anticancerigenos, com vista a direciona-los para as células alvo e causar menor
toxicidade nos restantes tecidos, o propédsito deste trabalho foi o desenvolvimento e
caracterizacdo de prolipossomas com paclitaxel. Neste ambito, definiram-se os seguintes
objetivos:

e Desenvolver prolipossomas, com e sem paclitaxel, seguindo trés metodologias:
spray drying, freeze drying e film deposition on carrier;

e Testar diferentes formulacdes variando as razbes de lipidos e material
transportador;

e Caracterizar os lipossomas formados apdés a hidratacao dos prolipossomas quanto
ao seu didametro médio, potencial zeta, eficacia de encapsulacdo do farmaco e

morfologia.
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3.1. MATERIAIS

3. MATERIAIS E METODOS

Tabela 7: Materiais usados no trabalho experimental.

Material

Fosfatidilcolina

LIPOID E80 - Cedida pela LIPOID GMBH

de ovo (para mais informagdes acerca do produto, consultar a ficha disponibilizada
em Anexo |)
Colesterol Acofarma®
Manitol D-Mannitol = 98%, SIGMA ALDRICH®
MedChem Express
Paclitaxel

(para mais informagdes acerca do produto, consultar as fichas
disponibilizadas em Anexo Il e 11I)

Etanol Absoluto

Panreac, AppliChem GmBH

Metanol

AnalaR NORMAPUR; BDH PROLABO ®, VWR CHEMICALS

Metanol (HPLC)

HiPerSolv CHROMANORM; Grau de gradiente para HPLC;
BDH PROLABO ®, VWR CHEMICALS

Agua ultrapura

(Tipo 1); 18,2 uQ.cm a 25 °C; Milli-Q®; Merck Millipore

3.2. METODOS

Nesta secdo serdo apresentados todos os procedimentos experimentais usados na

preparagdo dos prolipossomas e na caracterizacdo dos mesmos, bem como dos

lipossomas obtidos ap6s a sua hidratagdo. Uma vez que algumas das metodologias usadas

sdo mais especificas para a area do trabalho que desenvolvi, antes da descricdo do seu

procedimento experimental sera feita uma pequena abordagem tedrica das mesmas.
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3.2.1. DOSEAMENTO DO PACLITAXEL

O PTX foi doseado usando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) de fase reversa. Utilizou-se o aparelho Ultimate 3000, Thermo scientific DIONEX
(figura x) e a coluna Mediterranea sea 18 (didmetro das particulas internas: 3 pm;
dimensdes: 10 x 0,46 cm), Teknokroma. Os cromatogramas foram obtidos com recurso ao
software Chromeleon (verséo 6.80). A eluicdo usada foi isocratica.

O metanol e a agua ultra pura foram os eluentes escolhidos e o fluxo de fase mével
usado foi de 1,0 mL/min. A escolha do tipo de coluna e restantes parametros referidos
anteriormente foi feita com base no que se encontra descrito na literatura.

O comprimento de onda de detecdo, a percentagem de eluentes e o volume de
injecéo foram testados.

Para a determinacdo do comprimento de onda de detecdo do PTX foi preparada
uma solucéo de farmaco em metanol/agua (80:20) e tragcado um espetro de absor¢ao entre
o intervalo de comprimentos de onda de 200 e 400 nm.

Para o teste dos volumes de injecdo foi preparada uma solugcdo de PTX com a
concentracéo de 20 yg/mL e testados os volumes 10, 20, 30 e 40 L.

As percentagens de metanol testadas foram de 75%, 80% e 85%.

Uma vez definidas as melhores condi¢des (comprimento de onda 230 nm, volume
de injecdo de 30 pL e percentagem de metanol de 80% - ver resultados), elas foram usadas
na avaliagédo de trés parametros para validar o método de doseamento do PTX: linearidade,
especificidade e precisao.

Para a avaliagdo da linearidade foram preparadas trés solugfes independentes com
uma concentragao de 60 ug/mL de farmaco. A partir de cada uma delas delas foi preparado
um conjunto de padrées com as concentragdes de 1,2 yg/mL; 1,6 pyg/mL; 2,4 pyg/mL; 2,7
pg/mL; 3,0 pug/mL; 3,3 yg/mL e 3,6 pyg/mL. Procedeu-se a injecdo de cada um, por ordem
crescente de concentracdo, quatro vezes. Com os resultados foi efetuada uma regressao
linear com base na area do pico do PTX do cromatograma de cada padrédo em fungéo da
sua concentracdo. A curva de calibracdo foi obtida através da média das trés curvas
padrdo. Para a regressao linear foi usado o Método dos Quadrados Minimos, sendo que a
linearidade na amplitude de concentracdes testadas foi avaliada através do valor de
coeficiente de determinacéo (R?) e da soma do quadrado dos desvios.

Para a avaliacdo da precisdo foi testado o parametro repetibilidade. Assim, no
mesmo dia, foram injetadas trés concentragdes de PTX (2,7 pg/mL; 3,3 pug/MmL e
3,6 yg/mL, trés injecdes cada).

Finalmente, a especificidade foi avaliada através da andlise do pico do PTX, em

trés pontos distintos no cromatograma, e comparagdo dos mesmos.
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3.2.2. PREPARACAO DOS PROLIPOSSOMAS

3.2.2.1. PREPARAGCAO DA FORMULACAO

Tal como foi exposto na secdo 1.3, os prolipossomas consistem em particulas

sOlidas formadas por lipidos e um material transportador que, ao serem hidratadas,

originam uma formulacgéo lipossémica.

As matérias-primas escolhidas para o desenvolvimento dos lipossomas foram a

fosfatidilcolina (PC) e o colesterol (CH), que representam a fracdo lipidica dos

prolipossomas, e o manitol, usado como material transportador. Trés métodos foram

escolhidos para a sua preparacdo, os quais serdo explorados nas proximas paginas: o

método classico de deposi¢éo do filme lipidico no transportador - film deposition on carrier

(FDC), liofilizag&o — freeze drying (FD) e secagem por atomizagéo -spray drying (SD).

Foram preparadas varias formulagdes, variando as razdes molares de PC e CH, as

razbes massicas entre os lipidos e o manitol e a presenga ou auséncia de farmaco.

Tabela 8: Constituicdo das formula¢des usadas na preparacao dos prolipossomas.

Formulagéo PNC:CH Lipid~os:Mani_toI P:I'X: L,ipi(_jos Método
Raz&o molar Raz&do massica | Raz&o massica (%)
1 1:0 15 - FDC
2 11 1:5 - FDC
3 2:1 15 - FDC
4 311 15 - FDC
5 4:1 1:5 - FDC
6 31 11 - FD
7 311 1:2,5 - FD
8 311 15 - FD
9 311 1:10 - FD
10 311 1:10 1 FD
11 31 1:10 - FDC
12 311 1:10 1 FDC
13 311 1:10 - SD
14 311 1:10 1 SD

Comecgaram por ser preparadas as formulagbes de 1 a 5, de forma a avaliar a

influéncia de diferentes razdes molares entre os lipidos PC e CH nos prolipossomas, mais

propriamente nas caracteristicas dos lipossomas formados ap6s a sua hidratacdo que
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foram avaliadas. Nestas formulagfes foi mantida a razdo massica lipidos:manitol de 1:5.
Em cada formulagdo, o numero de moles de lipidos total foi de 0,30 mmol. Assim,
atendendo a razao molar de lipidos pretendida, foi calculado o nUmero de moles de PC e
CH necessarios em cada uma delas. Posteriormente, efetuaram-se os calculos das suas

massas. A massa de manitol usada foi cinco vezes a massa total de lipidos.

Tabela 9: Constituicdo das formulacdes usadas na preparacdo dos prolipossomas para testar

diferentes razdes molares de PC:CH.

. PC:CH PC CH PC CH Manitol
Formulacéao e
Raz&o molar | (mmol) | (mmol) (mQ) (mQ) (mg)

1 1:0 0,30 0,00 228,02 0,00 228,00
2 1:1 0,15 0,15 114,01 58,00 172,01
3 2:1 0,10 0,20 152,02 38,67 190,69
4 31 0,225 0,075 171,02 29,00 200,02
5 4:1 0,24 0,06 182,42 23,20 205,62

Os lipidos foram pesados usando uma balanca analitica (Mettler Toledo) e
posteriormente diluidos em etanol absoluto (10 mL). O manitol foi passado por um tamis
de 125 um, tendo sido usado apenas aquele que passou pela sua malha.

Terminados estes procedimentos, foram preparados prolipossomas usando o
método FDC segundo o descrito na se¢éo 3.2.2.2.1.

Os resultados da caracteriza¢do dos lipossomas formados apos a hidratagdo dos
prolipossomas levaram a que a razdo molar PC:CH 3:1 fosse a escolhida para continuar a

desenvolver o trabalho (ver resultados).

Foram preparadas as formulagfes de 6 a 9, para serem submetidas ao método FD,
com o objetivo de avaliar a influéncia de diferentes razes massicas entre os lipidos e o
manitol nos parametros de caracterizagdo testados. Foram preparadas solu¢des de 100 ml
onde se manteve a razdo molar PC:CH de 3:1, sendo o numero de moles total de lipidos
0,25 mmol. Por vezes, ao longo do trabalho, foi necessario preparar formulagbes com um
maior volume. Esta concentracdo molar de lipidos de 2,5 mM foi mantida em todas elas.
Os lipidos foram pesados e dissolvidos em etanol absoluto, num volume total de 15%, face
ao volume total da solu¢do. O manitol foi pesado, apos passagem pelo tamis de 125 um,

adicionado a solucéo etandlica, perfez-se o volume com agua e colocou-se a solugdo num
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aparelho de ultrassons, durante 15 minutos. Terminados estes procedimentos, foram
preparados prolipossomas usando o método FD segundo o descrito na se¢éo 3.2.2.2.2.

Tabela 10: Constituicdo das formulacSes usadas na preparacdo dos prolipossomas para testar

diferentes raz6es massicas de lipidos:manitol.

Formulago PC:CH Lipidos:Manitol PC CH Manitol
Razao molar Razao massica (mg) (mg) (mg)

6 31 11 142,52 24,17 166,69

7 31 1:2,5 142,52 24,17 416,73

8 31 1.5 142,52 24,17 833,45

9 31 1:10 142,52 24,17 1666,90

Os resultados da caracterizagdo dos prolipossomas e dos lipossomas formados
apos a sua hidratacdo dos levaram a que a razdo massica lipidos:manitol fosse a escolhida

para continuar a desenvolver o trabalho (ver resultados).

Finalmente, escolhidas a razdo molar PC:CH e a razdo massica lipidos:manitol,
foram preparadas as restantes formulagées, 10 a 14. Aqui, foram produzidos, segundo 0s
3 métodos, prolipossomas com e sem PTX, sendo que este apenas foi usado numa razao
massica de 1% em relacdo aos lipidos.

Para o0 método de SD as solugbes foram preparadas como foi anteriormente
descrito para o método de FD, com uma exce¢do: o manitol usado, ao invés de ser passado
pelo tamis, foi sujeito anteriormente ao processo de SD, e sO depois usado na solucao.

Na preparagdo das formulacdes com PTX ele foi dissolvido no etanol absoluto,

juntamente com os lipidos.
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3.2.2.2. METODOS DE PREPARACAO DOS PROLIPOSSOMAS

3.2.2.2.1. FILM DEPOSITION ON CARRIER

Este constitui 0 método classico de producdo dos prolipossomas, originalmente
usado por Nicholas Payne para a producéo dos prolipossomas [133]. Na figura 10 esta
ilustrada a montagem necessaria para pdr em pratica esta metodologia. O material
transportador (carrier) € colocado num baléo de fundo redondo, num evaporador rotativo.
E feita uma ligacdo, através da unidade do condensador entre um sistema que permita
dispender a solucao lipidica em volumes controlados (uma ampola de decantacao, por
exemplo) e o baldo onde se encontra o carrier. Assim, a solugdo organica que contém os
lipidos e o farmaco vai caindo sobre o carrier, sendo que o solvente organico evapora,
obtendo-se no final particulas sélidas (prolipossomas). Este processo ocorre sob vacuo,
sendo que o banho de agua deve estar a uma temperatura adequada, em concordancia
com as caracteristicas das matérias-primas que comp8dem a formulacao [133, 167].

Matenal transportador - Carrier
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Figura 10: Esquema da montagem para a preparacao de prolipossomas segundo o método
FDC [167].

Para a preparagdo dos prolipossomas usando esta metodologia foi montado no
laborat6rio um sistema semelhante ao apresentado na figura 11. O procedimento usado
baseou-se no que foi apresentado por Song et al., inspirado no método classico, com
apenas algumas modificagBes [167]. O manitol foi colocado no baldo de fundo redondo e
deixado secar, durante 30 minutos, sob vacuo, a uma temperatura de 80°C. Terminado
este passo, a solucdo etandlica de lipidos ou lipidos e PTX contida na ampola de

decantacdo foi sendo lancada sobre o manitol. Depois de toda a solug¢do ter sido
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introduzida, verificando-se que todo o material contido no baldo estava seco, procedeu-se

ao seu armazenamento num frasco de vidro e colocagéo num exsicador.

Figura 11: Sistema montado para a preparagéo de prolipossomas segundo o método FDC.
A — Vista geral de toda a montagem; B — Ampola de decantacdo contendo a soluc¢éo lipidica;

C — Baldo de fundo redondo, onde se encontra o manitol misturado com solu¢éo lipidica.

3.2.2.2.2 FREEZE DRYING

O método de freeze drying (FD), ou liofilizag&do, é um processo de secagem a baixas
temperaturas, baseado nos principios de transferéncia de calor e massa, usado para a
conversdo de solu¢cdes em sdlidos. Para tal, a amostra é congelada e o solvente,
geralmente agua, € removido por sublimagdo e dessorcdo, geralmente sob presséo
reduzida [168]. Os principios bésicos que governam este método focam-se no diagrama
de fases da agua, mostrado na figura 12. Existe um ponto, denominado ponto triplo
(marcado a vermelho), onde a agua coexiste nos trés estados: solido, liquido e gasoso.

Analisando o diagrama torna-se claro que para todos os pontos da linha abaixo deste ponto
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(marcada a azul), a dgua coexiste nas fases sélida e gasosa. Assim, trabalhando em
condi¢cbes de temperatura e pressao abaixo do ponto triplo, € possivel obter a sublimacgéo
do gelo [168].

A
Liquido
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w .
o sélido
[=]
b
% Gasoso
a
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1
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Figura 12: Parte de um diagrama de fases da 4gua, onde € destacado o ponto triplo [169].

O método de FD envolve trés etapas principais. A primeira consiste numa fase
de congelamento, onde a solucéo € arrefecida até uma temperatura que permita que
todo o material figue num estado congelado. Segue-se uma etapa de secagem
primaria, onde € fornecido calor ao sistema e os cristais de gelo, formados na fase
anterior, sdo removidos por sublimacéo sob vacuo. O processo termina com a secagem
secundaria, onde a 4gua ndo congelada é removida por dessorcéo [168].

Um freeze dryer ou liofilizador consiste, geralmente, numa camara de secagem com
prateleiras de temperatura controlada, a qual esta ligada a um condensador, que por sua
vez contacta com uma bomba de vacuo, a qual permite que sejam atingidas as pressoes
requeridas em todo o sistema, durante a operacéo [170].

A escolha das condi¢cdes em que cada etapa ocorre é um parametro critico para o
sucesso do processo. E essencial programar o aparelho de forma a assegurar que 0 ponto
final de cada etapa ocorre antes do comeco da seguinte, por exemplo, que a secagem
primaria ndo comeca antes de todo o material ter sido congelado. A otimizacao do processo
reside no conhecimento dos seus parametros e nas propriedades da formulagéo [171].

Para a preparacdo dos prolipossomas usando esta metodologia foi usado o
aparelho apresentado na figura 13. As solugbes foram colocadas em frascos de vidro,

proprios para o efeito, e os mesmos foram cobertos com parafilme, no qual se aplicaram
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pequenos furos. As condi¢gfes a que ocorreu o processo foram as descritas abaixo. Ap6s
o término do processo, os prolipossomas foram guardados em frascos de vidro e colocados

no exsicador.

¢ FEtapa de congelamento
- Temperatura: -30°C
- Tempo: 120 minutos
- Temperatura do condensador: -60°C
- Vacuo: 150 mT

e Secagem priméria
- Temperatura: 20°C
- Tempo: 1200 minutos
- Vacuo: 150 mT

e Secagem secundéria

- Temperatura: 25°C

- Tempo: 1200 minutos
- Vacuo: 100 mT

Figura 13: Aparelho AdVantage 2.0 Bench Top FreezeDryer, Virtis SP SCIENTIFIC [172].
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3.2.2.2.3. SPRAY DRYING

A secagem por atomizacdo, vulgarmente conhecida pela denominacdo inglesa
spray drying (SD), € uma das tecnologias disponiveis para a conversao de um liquido
(solucdo, suspensdo ou emulsdo) num sélido (p6), caracterizando-se por trés etapas
principais. O liquido é continuamente dividido em pequenissimas gotas, um processo
designado por atomizagdo, as quais sdo langcadas no interior de uma camara de secagem,
onde contactam com uma corrente de gas quente. Quando uma massa suficiente de liquido
tiver evaporado, o material sélido remanescente forma uma particula solida seca,
terminando o procedimento com a sua separacao e recolha[173].

O processo de SD convencional é limitado no que respeita a produgéo de particulas
com tamanho inferior a 2 um, devido ao tipo de atomizadores comummente usados e ao
ineficiente sistema de recolha para particulas de reduzidas dimensdes [174]. As novas
tecnologias no sistema de atomizagao, aquecimento e coletor de particulas do Nano Spray
Dryer B-90, a mais recente geracédo de spray dryers a escala laboratorial desenvolvida pela
Buchi (figura 14), fez da técnica de SD a escala nanométrica uma realidade [175, 176]. A
figura 14 ilustra os principios funcionais do aparelho, os quais serdo discutidos

seguidamente.
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= [— — 2 Céamara de secagem
p— — 3 Elétrodo coletor (dnodao)
—_) 4 Elétrodo aterrado (cdtodo)
== Tous
- _:_%

®
ol

Figura 14: Representacéo do funcionamento do Nano Spray Dryer B-90. Adaptado de [177]

Este aparelho apresenta um sistema de atomizacdo inovador: um cristal
pizoelétrico, quando sujeito a uma frequéncia ultrasénica, causa a oscilacdo de uma fina
membrana com poros de 4, 5,5 ou 7 ym. Como resultado dessa vibragao, a passagem do
liquido pela membrana ele é convertido em milhdes de gotas, cujo tamanho é

correspondente ao dos orificios da mesma [175]. Finda a atomizag&o, as gotas viajam ao
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longo da camara de secagem, onde entram em contacto com o ar quente. O sistema de
aquecimento do Nano Spray Dryer B-90 opera segundo um principio de fluxo laminar. A
configuracao vertical da cAmara permite um tempo de exposicao eficiente para se dar a
secagem das gotas e a consequente formagdo das particulas solidas [175]. A sua
separacao, por sua vez, envolve o uso de um coletor eletrostatico, constituido por um
elétrodo aterrado (catodo) e um elétrodo cilindrico de recolha (dnodo). A presenca de uma
alta voltagem em torno do coletor de particulas cria um campo eletrostatico que acelera a
deposicdo das particulas, carregadas negativamente, sobre a parede interior cilindrica do
coletor [178].

A preparacao de prolipossomas usando o método de SD foi efetuada num aparelho
Nano Spray Dryer B-90 (figura 16) e seguiu a metodologia usada por [141], com algumas
modificagdes. Uma solugdo de manitol com a concentragdo massica de 1% foi preparada,
procedendo-se em seguida a sua secagem, através da técnica de SD. As condicbes

experimentais usadas foram as seguintes:

Temperatura: 80 °C

Fluxo gés: 90 L/min
Presséo: 30 mbar
Membrana do atomizador: 7 ym

Em seguida, este manitol foi usado na preparacdo da solucdo a atomizar. As
condi¢cbes usadas foram as mostradas anteriormente, com excecdo para a membrana do
atomizador usada, cujo diametro dos poros foi de 5,5 uym. Terminado o processo, 0
aparelho foi desmontado para remocao do cilindro interno, de onde as particulas foram
recolhidas com a ajuda de um “raspador” (Nano particle Scraper) (figura 15). Na pagina
web da Buchi esta disponivel um video onde é possivel observar todo o processo de
funcionamento do aparelho e recolha das particulas formadas [177]. Findo o processo, 0s

prolipossomas foram recolhidos para frascos de vidro e guardados no exsicador.

Figura 15: Nano patrticle scraper, usado para a recolha das particulas [179].
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Figura 16: Nano Spray Dryer B-90, Buchi Labortechnik AG [177].

3.2.3. HIDRATACAO DOS PROLIPOSSOMAS

Os prolipossomas foram hidratados em agua ultra pura. Foram pesados 12 mg para
um tubo Falcon e hidratados com 2 ml, seguindo-se 1 minuto de agitagdo manual. Findo
este processo, a amostra foi filtrada com um filtro de membrana de nitrocelulose de 5 pm

(Minisart®), de forma a destruir possiveis agregados existentes.

3.2.4. CARACTERIZACAO

3.2.4.1. DETERMINACAO DO DIAMETRO MEDIO E POLIDISPERSAO

3.2.4.1.1. DYNAMIC LIGHT SCATTERING (DLS)

A técnica de dynamic light scattering (DLS) é utilizada para a medicdo do tamanho
de particulas, tipicamente na escala nanométrica. Quando as particulas se encontram
dispersas num liquido, movimentam-se de forma aleatéria, devido aos choques com as
moléculas do solvente, o que se designa por movimentos Brownianos. O método de DLS
avalia a velocidade a qual elas se difundem no liquido, devido a estes movimentos,
velocidade essa que € dependente do seu tamanho. O conceito € simples: uma luz incide

sobre a amostra a ser avaliada e é medida a flutuacdo da intensidade da luz dispersa.
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Quanto maiores forem as particulas, mais lentos serdo 0s seus movimentos e,
consequentemente, mais lentas serdo as variacdes na intensidade da luz ao longo do

tempo. Este fendmeno encontra-se ilustrado na figura 17 [180].
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Figura 17: O fundamento da técnica de DLS baseia-se nas variagdes da intensidade da luz
dispersa pelas particulas, as quais se relacionam com o tamanho das mesmas: particulas

menores correspondem a maiores velocidades na flutuacdo da intensidade luminosa [181].

A velocidade dos movimentos Brownianos das particulas é definida pelo seu
coeficiente de difusdo (D). Assim, o seu tamanho pode ser calculado através deste
coeficiente, usando a equacdo de Stokes-Einstein (equacao 2.1). k refere-se a constante
de Boltzmann; T e 5 a temperatura e viscosidade das amostras, respetivamente; D ao
coeficiente de difusdo, o qual é calculado pelo aparelho de DLS, com base nas variacbes
na intensidade da luz. Conhecidos todos os parametros, é obtido o diametro hidrodinamico
da particula d(H).

kT
] - (2.1)
d(H) 3xnD

Um aparelho de DLS tipico deve ser provido de um sistema 6tico adequado, entre
outros componentes. Primeiramente, um laser fornece uma fonte de luz que ilumina a
amostra contida numa célula, sendo a luz dispersa pelas particulas medida por um detetor.
Um atenuador aumenta ou diminui a intensidade da fonte luminosa, quando a amostra esta

diluida ou concentrada, respetivamente, de modo a garantir que a luz dispersa esta dentro
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do intervalo especifico que lhe permite ser corretamente medida pelo detetor. Esta medi¢éo
€ passada para o correlador, o qual compara a intensidade da luz em intervalos de tempo
sucessivos, para derivar a velocidade a que a intensidade é variavel. Um software analiza
os dados e deriva as informacg@es referentes ao tamanho das particulas, sendo que os
resultados correspondem, tipicamente, ao valor médio da distribuicdo de tamanhos,
conhecido como z-average, e ao indice de polidisperséo, variavel entre 0 e 1, o qual
descreve a largura da distribuicdo, dando-nos portanto indicacdes da homogeneidade dos
tamanhos [180].

Cada amostra foi diluida numa proporcdo de 1:10 com agua ultra pura e colocada
numa cuvete para medi¢ao. Por cada amostra, o diametro médio (z-average) e o indice de
polidispersdo foram medidos 5 vezes, sendo os dados recolhidos pelo programa
informatico Brookhaven Instruments — Zeta Pals Particle Sizing e expressos em média +

desvio padrao.

3.2.4.2. DETERMINACAO DO POTENCIAL ZETA

O potencial zeta (PZ) é uma propriedade fisica, presente em qualquer particula em
dispersao e reflete o potencial elétrico da superficie das particulas. O PZ da uma indicacéao
da estabilidade do sistema coloidal. Quando as particulas em suspensao tém um PZ
elevado (negativo ou positivo), ha a tendéncia para prevalecerem forgas de repulsdo, ou
seja, as particulas tendem a repelirem-se. Assim, a tendéncia para as particulas se
aglomerarem é reduzida e a estabilidade da dispersao é elevada [180].

A amostra foi colocada numa cuvete, onde é inserido um elétrodo e a medicéo foi
feita 6 vezes, pelo mesmo aparelho da DLS, mas com um programa informatico diferente,
BIC PALS Zeta Potencial Analyzer. Os resultados sdo expressos em média + desvio

padréo.

3.2.4.3. EFICACIA DE ENCAPSULACAO

220 mg de prolipossomas foram pesados e diluidos em 2 ml de &gua ultra pura. As
amostras diluidas foram filtradas, por um filtro de membrana de nitrocelulose de 5 pm
(Minisart®) para rejeitar o PTX néo incorporado. De seguida procedeu-se a diluicdo com
metanol numa proporcdo de 1:8 e posterior agitagcdo manual, para que ocorrese a
libertagcdo do PTX que se encontrava encapsulado nos lipossomas. A mistura obtida foi
centrifugada (5000 rpm durante 15 min) (Thermo SCIENTIFIC HERAEUS) e o

sobrenadante filtrado (filtro PTFE de 0,45 um, OlimPeak®) para obtenc&o de uma solugéo
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de PTX. As amostras obtidas foram diluidas com uma solu¢éo de metanol/agua (80/20)
numa proporcao de 1:2 e avaliadas por HPLC, sendo cada amostra injetada trés vezes. A
andlise por HPLC das amostras foi feita nas mesmas condi¢des do doseamento do PTX.
Por extrapolacéo da reta obtida na curva de calibragéo, obteve-se a concentracéo de PTX
real. A concentracdo teodrica do PTX é calculada tendo em conta a quantidade de PTX
colocado aguando da producédo dos prolipossomas e as diluicdes efetuadas ao longo do
procedimento para a determinacgdo da eficicia de incorporagdo. Sendo assim, a eficacia

de encapsulacao (EE) é calculada através da seguinte formula

conc.de farmaco no filtrado [ug / ml]
EE(%) = - , — x 100
conc.de farmaco contida na formulagio [ug / ml]

3.2.4.4. CRYO-SEM

A analise foi realizada utilizando o Microscopio Eletronico de Varrimento de alta
resolucao, com Microanalise por Raios X e sistema para observacédo de amostras a baixa
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500), no Laboratério
de Microscopia Eletronica de Varrimento e Microanalise por Raios X do Centro de
Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).

As amostras foram rapidamente arrefecidas (mergulhada em azoto liquido) e
transferidas, em vacuo, para a camara de preparagédo de amostra com a platina arrefecida.
Posteriormente, foram fraturadas, sublimadas durante 120 s a -90°C, e revestidas com
Au/Pd, por pulverizacao ionica, durante 35 s e com uma corrente elétrica de 12 mA. As
amostras foram depois transferidas para a camara do SEM e a observacao foi feita a uma

temperatura de -150°C.

3.2.4.5. DSC

O aparelho utilizado neste trabalho foi o DSC 200 F3 Maia®, NETZSCH constituido
por um duplo forno com duas posi¢des, uma para o cadinho da amostra a analisar e outra
para o cadinho de referéncia, que normalmente se encontra vazio. O resultado da andlise
traduz-se num termograma. As amostras foram pesadas num cadinho de aluminio, que foi
posteriormente fechado e colocado no forno. As amostras foram submetidas a um

programa de temperatura entre -40°C a 270°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C/min.
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3.2.4.6. SEM

O exame SEM / EDS foi realizado utilizando o Microscdpio Eletrénico de Varrimento
ambiental, de alta resolucdo (Schottky), com Microanalise por Raios X e Analise de
Padrbes de Difraccdo de Electrdes Rectrodundidos: Quanta 400FEG ESEM / EDAX
Genesis X4M no Laboratério de Microscopia Eletronica de Varrimento e Microanalise por
Raios X do Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).

As amostras foram revestidas com filme fino de Au/Pd, por pulverizacéo catodica
(sputtering), utilizando o equipamento SPI Module Sputter Coater.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente recorrendo ao teste paramétrico,
t-student ou ANOVA quando se tratava de duas amostras ou mais, respetivamente, apos
a confirmagcdo de normalidade e homogeneidade da varidncia com os testes de
Shapiro-Wilk e Levene. Diferengas entre mais de dois grupos foram comparadas utilizando
um teste post hoc (Tukey HSD). As amostras foram analisadas usando um nivel de
significancia de 95% (a= 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas com o

programa informético SPSS (v 21.0; IBM, Armonk).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DOSEAMENTO DO PACLITAXEL

Para determinar o volume de injecdo a usar no método cromatografico de
doseamento do PTX foram testados quatro volumes diferentes, como referido no capitulo
2. Na tabela seguinte, encontram-se registados o0s resultados dos parametros
cromatogréficos: tempo de retencédo - t;, area, altura, pratos tedricos e simetria. A fase
movel usada foi 80/20% (v/v) (metanol/agua).

Devido ao baixo coeficiente de variacdo apresentado pelo volume de 30 pL, na

maioria dos parametros, este foi o valor escolhido (Tabela 11).

Tabela 11: Média e coeficiente de variacdo (c.v.) do tempo de retencao - t, &rea, altura, pratos

tedricos e simetria, determinados para os volumes de injegédo de 10, 20, 30 e 40 pL.

Volume de inje¢ao (pL)
10 20 30 40
Média 2,61 2,61 2,61 2,61
tr

C.V. 0,19% 0,07% 0,09% 0%

Média 3,59 7,77 11,75 15,87
Area

C.V. 4 97% 2.87% 0,86% 1,09%

Média 27,98 47,06 55,45 58,14
Altura

C.V. 4,06% 1,25% 0,75% 0,33%

Média 2767,67 1579,33 898,33 512
Pratos Teoéricos

C.V. 2,76% 4.,43% 0,46% 1,89%

Média 1,26 1,26 1,13 0,95
Simetria

C.V. 1,21% 0,92% 1,85% 3,20%

Média 1,18 1,18 1,17 1,18
kl
C.V. 0,49% 0% 0,49% 0%
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No que diz respeito ao estudo da percentagem de metanol na fase mével, foram
testadas trés percentagens do eluente e avaliado o seu fator de retencédo k’. Como €
possivel observar na figura 18, o valor de k' para a percentagem de metanol de 85% foi
inferior a 1. Dado que o valor do fator de retencdo deve ser superior a 1, esta condicéo
ficou excluida. Assim, a escolha prendeu-se entre as duas percentagens restantes, 75% e
80%. Uma vez que uma maior percentagem de metanol na fase movel significa tempos de
corrida mais curtos, com a consequente economizacéo de tempo e reagentes, foi escolhida

a percentagem de metanol de 80%

25 [T ioiiiioiioioiioiooioiiooooo

2,0 F

T

10 [~ i

Fator de retencéo (K")

L0 78

0,0

74 76 78 80 82 84 86
Metanol (%)

Figura 18: Representacdo gréfica do fator de retencdo em funcdo da percentagem de

metanol da fase mével.

O espetro de absorcao do paclitaxel efetuado entre o intervalo de comprimentos de
onda de 200 a 400 nm, mostrou um pico préximo dos 230 nm, o que esta de acordo com
a literatura [182].
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Figura 19: Espetro de absorcéo do paclitaxel entre os 200 e 400 nm.

O pico do PTX foi analisado em trés pontos no cromatograma, de modo a avaliar a
especificidade. Verifica-se que os trés espetros se sobrepdem, indicacdo de que néo
existem interferéncias de outras substancias, demonstrando assim a especificidade do
método para o doseamento do paclitaxel (figure 20).

Figura 20: Cromatograma do PTX e espetros de absor¢cdo em cada ponto escolhido.
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Dentro das mesmas condi¢des analiticas, a medida da proximidade dos valores das
determinacgfes efetuadas permite-nos avaliar a precisdo do método. A precisdo pode ser
avaliada pela repetibilidade, precisdo intermédia ou reprodutibilidade. Neste caso, foi
avaliada a repetibilidade, usando trés solu¢cdes com diferentes concentracdes de PTX, as
quais foram injetadas trés vezes, sendo que os ensaios foram realizados no mesmo dia e
com curtos espacos de tempo. Pela andlise dos resultados apresentados na tabela 12
vemos que os coeficientes de variacdo séo bastante baixos, pelo que podemos concluir

gque o método analitico de doseamento de PTX é preciso.

Tabela 12: Valores das areas dos picos do PTX de trés amostras, analisadas no mesmo

dia.

Area (mAU*min)
Conc. PTX Injecéo 1 Injecédo 2 Injecdo 3 Media=CV-
(ug/mL)
2,7 2,060 2,054 2,061 2,061 + 0,3%
3.3 2,554 2,535 2,549 2,553 £ 0,7%
3,6 2,785 2,777 2,782 2,781 £ 0,1%

Os resultados da curva de calibracdo efetuada sdo apresentados em seguida. O
procedimento para a sua obtencdo encontra-se descrito no capitulo 2. O coeficiente de
determinacdo (R?) conseguido foi de 0,9974 e a soma do quadrado dos desvios foi de
0,0044. Este valor € um indicativo da existéncia de linearidade na amplitude de
concentracdes testada e portanto da possibilidade de determinar a concentracdo de PTX
numa solucao através da equacédo da reta. Esta foi obtida através da média de trés curvas

independentes (ver anexos).

y=0,9146 x - 0,2393
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Figura 21: Curva de calibracdo do paclitaxel. Equacédo da reta: y= 0,9146 x — 0,2393.

4.2. SELECAO DE MATERIAIS

O primeiro passo na preparacdo dos prolipossomas envolveu a selecdo das
matérias-primas a utilizar. Foram escolhidos os lipidos fosfatidilcolina de ovo e colesterol
e, como material transportador (carrier) segundo a designacgéo inglesa, foi selecionado o
manitol.

A fosfatidilcolina trata-se de um dos lipidos mais abundantes nas membranas
biologicas, facto que explica a razdo pela qual ela é tdo utilizada na preparacdo de
lipossomas [120]. De facto, ela apresenta capacidade de mimetizar o comportamento das
membranas, é biocompativel e biodegradavel. Tratando-se de um fosfolipido natural,
existem vantagens e inconvenientes associados ao seu uso, em comparagdo com 0S
fosfolipidos sintéticos. As suas principais desvantagens prendem-se com a sua menor
pureza e natureza relativamente instavel, ja que podem ser metabolizados em
lisofosfolipidos no processo de uso e armazenamento. No entanto, os fosfolipidos naturais
tém uma grande vantagem face aos sintéticos: o seu preco € relativamente baixo [120].
Evidentemente que este foi um aspeto tido em conta. Decidida a opcdo de usar um
fosfolipido natural, havia a possibilidade de escolha entre a fosfatidilcolina de ovo e a de
soja. Contudo a opcéo recaiu sobre a primeira, por varias razdes: a fosfatidilcolina de soja
apresenta um maior contetdo de acidos gordos, pelo que é mais dificil obter lipossomas
de qualidade formados por ela [183]. Comparados com outros fosfolipidos, os lipossomas
formados com fosfatidilcolina de ovo contribuem para a fusdo com a membrana

A presenca de colesterol nas membranas dos lipossomas é muito vantajosa, uma

vez que permite a sua estabilizagdo, reduzindo a possivel fuga do farmaco do seu interior.
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De facto, o colesterol aumenta o grau de orientagdo das caudas hidrofobicas dos lipidos,
0 que conduz a um aumento da densidade e menor permeabilidade da membrana. Por
esse motivo, ele é frequentemente usado em formulagées de lipossomas com o objetivo
de diminuir a fluidez da membrana e assim fornecer propriedades favoraveis de retengéo
do farmaco. A prova disso mesmo sdo os exemplos de alguns produtos lipossomicos
aprovados, principalmente para farmacos anticancerigenos, em que o colesterol € usado
na formulacdo [123]. O empacotamento induzido pela presenga do colesterol permite que,
in vivo, seja inibida a transferéncia de lipidos dos lipossomas para as lipoproteinas de alta
e baixa densidade. Além disso, o colesterol pode ser utilizado para ancorar outras
moléculas, tais como o polietilenoglicol, para aumentar o tempo de circulacdo dos
lipossomas, ou outros ligandos com vista a direciona-los para locais alvo [115].

O manitol € um agucar bastante usado na preparacao de prolipossomas e com um

preco acessivel, motivos pelos quais foi usado como excipiente [137, 139, 143].

4.3. SELECAO DOS METODOS DE PRODUCAO DOS PROLIPOSSOMAS

O método FDC foi usado para a produgédo dos prolipossomas uma vez que é o
método de referéncia, originalmente descrito por Nicholas Payne e colaboradores,
pioneiros no estudo destes sistemas [133]. Estdo descritas algumas desvatagens do
método, nomeadamente o facto de ser um procedimento moroso. Ainda assim, fez todo o
sentido inclui-lo como metodologia neste trabalho.

O método de FD apresenta uma série de vantagens. Em primeiro lugar trata-se de
um método ja muito bem estabelecido [184], que permite a producdo de uma grande
quantidade de produto [185]. E adequado para compostos termolébeis e permite obter um
produto final com uma taxa de humidade muito baixa [186]. Os produtos liofilizados tém
uma estrutura muito porosa, o que contribui para a sua rapida e completa dissolugcéao
quando hidratados [185].

O método de SD tem a grande potencialidade de combinar a engenharia de
particulas e a secagem num s0 passo [187], sendo capaz de produzir particulas com uma
morfologia esférica [140]. Além disso, o Nano Spray Dryer B-90 foi especialmente

concebido para a producgdo de nanoparticulas [176].
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4.4, DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO: CARACTERIZACAO

O método de producdo é uma das etapas a ter em conta no desenvolvimento de
uma formulacao farmacéutica. Os métodos de preparacao selecionados foram FDC, FD e
SD.

Para o desenvolvimento dos prolipossomas neste trabalho o ideal seria testar, com
cada um dos métodos, diferentes formulagdes com variagdes na razdo molar dos lipidos e
na quantidade de manitol usado. Infelizmente, o tempo disponivel para a elaboracdo do
trabalho foi reduzido e a disponibilidade dos aparelhos nao foi total, 0 que obrigou a optar
por uma outra abordagem: fazer um estudo prévio, com apenas um processo, e escolher
a melhor formulag&o para a continuagéo dos estudos. Foi selecionado o método FDC para
produzir prolipossomas para o estudo das diferentes raz6es molares de PC:CH. A sua
escolha baseou-se no facto de ser considerado o método classico para a produgéo de
prolipossomas [133]. Foram ent&o preparados prolipossomas com diferentes formulagdes,
mantendo constante a quantidade de manitol e variando as razdes molares dos lipidos,
como explicado no capitulo 2. Obtidos os prolipossomas, o préximo passo foi proceder a
sua hidratacdo, para formacgéo dos lipossomas e sua posterior caracterizacdo. Pensou-se
gue a hidratacao seria provavelmente um dos fatores que influenciariam as caracteristicas
dos lipossomas, especialmente ao nivel do seu tamanho médio. Assim, foram testados trés
volumes de hidratacéo diferentes: 15 mg de prolipossomas da mesma formulacdo foram
pesados e hidratados em 1,5 mL de agua ultra pura (Hidratagéo A), 15 mL (Hidratagcéo B)
e 0,5 mL (Hidratagdo C). Determinou-se o diametro médio dos lipossomas formados e
respetivo potencial zeta. Os resultados apresentam-se na tabela 13, sendo que

correspondem apenas a um ensaio.
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Tabela 13: Resultados do didmetro médio (nm), indice de polidisperséo e potencial zeta
(mV) para as diferentes formulacées preparadas com o método FDC, usando diferentes

razbes molares de PC:CH e uma razdo massica lipidos:manitol de 1:5.

HIDRATACAO A
Formulagéo FOLmL.JIagéo Diametro médio (nm) Polidisperséo Potencial zeta (mV)
C:CH
1 1:0 737,36 £12,76 0,358 + 0,005 -61,58 £ 6,21
2 1:1 1550,98 + 196,25 0,336 + 0,046 -48,52 £ 2,12
3 2:1 1059,66 + 98,08 0,365 + 0,029 -69,75+ 1,33
4 31 896,02 + 75,47 0,288 + 0,059 -66,31 + 1,52
5 4:1 925,02 £ 42,98 0,358 + 0,014 -64,79 £ 2,26
HIDRATACAO B
Formulagdo | piametro médio (nm) Polidispersdo | Potencial zeta (mV)
PC:CH
1 1:0 780,60 = 9,39 0,384 + 0,011 -65,27 £ 2,28
2 11 1197,15 £ 196,25 0,316 + 0,066 -47,27 £ 2,59
3 2:1 1098,26 + 90,36 0,357 = 0,0021 -55,41+ 1,45
4 31 782,18 £ 51,36 0,340 £ 0,014 -54,24 + 1,46
5 4:1 927,64 £+ 28,02 0,368 + 0,018 -58,38 £ 2,35
HIDRATACAO C
Formulacdo | Diametro médio (nm) Polidisperséo Potencial zeta (mV)
PC:CH
1 1:0 514,70 £ 9,02 0,347 + 0,020 -53,17 + 3,49
2 11 1299,88 + 31,26 0,300 + 0,038 -51,21 £ 1,53
3 2:1 802,48 + 54,63 0,327 + 0,020 -57,40 £ 2,15
4 31 650,44 £ 9,75 0,325 + 0,059 -62,72 £ 4,00
5 4:1 585,42 + 19,13 0,358 + 0,024 -59,64 + 2,08

Os resultados deste ensaio permitiram tirar algumas conclusdes: as formulacdes
com um menor diametro médio séo a 1,4 e 5. Para estas formula¢des a hidratagéo C, 12
mg de po dissolvidos em 0,5 mL, permitiu a obtengdo dos menores valores de tamanho
médio. A formulacdo 1, apesar de apresentar os valores mais reduzidos, nao inclui
colesterol, o qual traz inUmeras vantagens a umas formulacao, como visto em cima. Assim,

esta formulacéo foi excluida da gama de trabalho. Em todos os casos os valores do indice
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de polidispersao sao elevados, o que indica heterogeneidade nos didmetros médios das
particulas. Atendendo a que os prolipossomas apos hidratacdo formam MLV [133] era de
esperar a obtencdo de particulas de diferentes tamanhos e portanto um indice de
polidisperséo significativo.

Os valores de potencial zeta sdo muito negativos, sendo dados muito positivos
acerca da estabilidade do sistema [188].

Terminada a analise dos resultados decidiu proceder-se a nova producdo de
prolipossomas, mas usando apenas as formulacdes 4 e 5. Os resultados da caracterizacédo
dos lipossomas formados apresentam-se na tabela 14.

Mais uma vez se prova que o método de hidratagdo C permite obter os menores
valores de tamanho médio de particula. Posto isto, este foi 0 método de hidratacdo que se
adotou ao longo de todo o trabalho: 12 mg de pé dissolvidos em 0,5 mL de agua, com
agitacdo manual durante 1 minuto.

Chegado o momento de escolher uma formulag&o, procedeu-se a nova produgéo
de prolipossomas usando as formulacdes 4 e 5, para obtencdo de um triplicado e
compararam-se as meédias dos trés lotes. A analise estatistica revelou que as diferencas
de didmetro médio entre ambas ndo sdo estatisticamente significativas (figura 23). Apesar
da formulacdo 5 ter obtido tamanhos médios relativamente menores em relagdo a
formulacao 4, esta Ultima foi a escolhida uma vez que a quantidade de PC disponivel para
a realizacdo do trabalho foi um pouco limitada e com esta formulacdo era usada menos
PC.
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Tabela 14: Resultados do didmetro médio (nm), indice de polidisperséo e potencial zeta (mV) para
formulacbes preparadas com o método FDC, usando diferentes razées molares de PC:CH (3:1 e

4:1) e uma razdo massica lipidos:manitol de 1:5.

HIDRATACAO A
Formulacio Formulac&o Diametro médio . ) .
¢ (PC:CH) (nm) Polidispersdo | Potencial zeta (mV)
4 3:1 917,04 £ 61,76 0,361 + 0,030 -60,55 + 4,48
5 4:1 923,1+ 35,73 0,366 + 0,028 -57,00 £ 2,01
HIDRATACAO B
Formulacis Formulagéo Diametro médio N i _
¢ (PC:CH) (nm) Polidispersédo | Potencial zeta (mV)
4 3:1 1055,90 + 57,20 0,353 £ 0,040 -41,75 + 3,66
5 4:1 1058,2 + 93,37 0,355 + 0,044 -49,53 + 3,44
HIDRATACAO C
Eormulacho Formulag&o Diametro médio . ) .
¢ (PC:CH) (nm) Polidispersao | Potencial zeta (mV)
4 3:1 596,00 + 11,56 0,360 + 0,025 -53,21+2,34
5 4:1 646,32 + 17,69 0,334 £ 0,020 -57,03+ 2,14
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Figura 22: Caixa de bigodes do didmetro médio dos lipossomas obtidos apés hidratacédo de
prolipossomas produzidos pelo método FDC (film deposition on carrier) com as razdes
molares de CH:PC de 1:3 e 1:4 (p>0,05).

Estando entdo escolhida a razao molar entre os lipidos, procedeu-se ao estudo da
razdo massica lipidos:manitol. Infelizmente, o método FDC revelou-se muito demorado.
Uma vez que o objetivo era escolher a formulacéo o mais rapido possivel, de forma a poder
comecar a testd-la com o farmaco, selecionar outro método tornou-se fundamental. Por
essa razao, escolheu-se o método FD para prosseguir os estudos. Foram preparadas
vérias formula¢Bes, mantendo a razdo molar PC:CH 3:1 e com diferentes raz6es massicas
lipidos:manitol, como apresentado no capitulo 2. Foram preparados trés lotes de
prolipossomas para cada uma das formulacdes, sendo que a hidratagdo usada foi a
exposta acima.

Na tabela 15 estéo registados os resultados de diametro médio, polidisperséo e
potencial zeta obtidos para cada formulacéo.

A andlise estatistica revelou a inexisténcia de diferencas estatisticamente
significativas entre os diametros médios, para as quatro formulacdes (figura 23). De forma
a fazer uma escolha mais consciente, foi efetuada uma andlise térmica dos prolipossomas

através do método de calorimentria diferencial de varrimento (DSC).
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Tabela 15: Resultados do diametro médio (nm), indice de polidispersédo e potencial zeta (mV) para
formulacbes preparadas com o método FD, usando diferentes raz6es massicas de lipidos:manitol e

uma razao molar PC:CH de 3:1.

Formulagéo Diametro médio (nm) Polidisperséao Potencial zeta (mV)
FD 1:1 470,22 + 32,74 0,329 + 0,015 -31,94 £ 3,73
FD 1:2,5 490,37 + 48,37 0,320 + 0,005 -32,88 £ 8,21
FD 1:5 507,89 £ 53,11 0,321 £ 0,012 -38,41 £ 9,92
FD 1:10 415,17 + 30,91 0,299 + 0,026 -40,05+£7,18
550,00
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Figura 23: Caixa de bigodes do diametro médio dos lipossomas obtidos apds hidratacéo de
prolipossomas produzidos pelo método FD (freeze drying) com as razdes massicas de
lipidos manitol de 1:1; 1:2,5; 1:5; 1:10 (p>0,05).
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Figura 24: Termograma dos prolipossomas produzidos pelo método FD (freeze drying) com
as razdes massicas de lipidos:manitol de 1:1; 1:2,5; 1:5; 1:10.

No termograma podemaos ver que 0 pico que aparece associado a cada uma das
formulacbes se refere ao manitol (termograma do manitol presente em anexo). ISso
significa que de facto os restantes constituintes estdo dissolvidos nele. No entanto é
possivel verificar que antes do pico aparece um outro, muito mais pequeno, 0 que podera
dever-se a existéncia de um polimorfismo. A literatura descreve a existéncia de formas
polimérficas do manitol [189]. Podemos ver no termograma que o ponto de fusdo dos
prolipossomas é maior para a formulacdo com a razdo massica lipido:manitol de 1:10 (a
rosa no grafico). Ora, isto demonstra que de facto esta € a melhor formulagéo de todas,
sendo a que apresenta um ponto de fusdo mais préximo do manitol (o inicio do ponto de

fusdo obtido para o manitol experimentalmente foi de 165,9 °C.

Assim, foi escolhida a formulacdo: razdo molar PC:CH de 3:1 e razdo massica
lipidos:manitol de 1:10.
Seguiu-se a preparacédo de prolipossomas com a formulacdo escolhida, usando os

trés métodos, com e sem PTX.
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4.5. DESENVOLVIMENTO DE PROLIPOSSOMAS COM PTX —
CARACTERIZACAO

Foram preparados, com os trés meétodos, prolipossomas com e sem PTX.Os
resultados do didmetro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e eficicia de
encapsulagéo estao apresentados na tabela 16. Foi feita a analise estatistica, de modo a
determinar se as diferengas entre o didametro médio e potencial zeta das formula¢cdes com
e sem farmaco foram estatisticamente significativos, ou seja, se a presenca do PTX

influenciou estes parametros.

Tabela 16: Resultados de didametro médio, indice de polidispersédo, potencial zeta e eficacia de

encapsulacao dos lipossomas.

. Diametro - ~ Potencial Eficacia d?
Formulacéao médio (nm) Polidisperséo zeta (MV) encai%lagao
FDC sf/farmaco | 548,45+ 67,00 | 0,334+ 0,012 | -47,38 + 8,19 -
FDC PTX1% 515,05+ 73,02 | 0,316 £0,015 | -50,18 + 3,52 | 93,65 + 10,61
FD s/farmaco | 412,93 +30,93 | 0,315+0,040 | -37,68 +£5,01 -
FD PTX1% 470,50+ 38,04 | 0,320+0,012 | -42,29+1,79 | 85,67 +8,77
SD s/farmaco | 242,84 +33,39 | 0,274+ 0,028 | -44,93+ 2,84 -
SD PTX1% 247,54 +£13,76 | 0,278+ 0,010 | -46,63+5,59 | 96,07 £ 39,24
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Diametro médio (nm)

Potencial Zeta (mV)
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Figura 25: Caixa de bigodes do didmetro médio dos lipossomas obtidos apos hidratacdo de

prolipossomas produzidos pelo método FDC com PTX 1% e sem farmaco (p>0,05).
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Figura 26: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos apés hidratacdo de

prolipossomas produzidos pelo método FDC com PTX 1% e sem farmaco (p>0,05).
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Diametro médio (nm)

Como é possivel observar pela figura 25 e 26, os valores de didametro médio e
potencial zeta relativos as formulagcdes de PTX com e sem farmaco obtidos pelo
método de FDC, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas, pelo
gue se pode concluir que a presenca do farmaco nao influenciou estes parametros,
0 que é positivo. Os valores de potencial zeta sdo muito baixos, o que € um bom
indicativo da estabilidade da formulagéo. Assim, a tendéncia para as particulas se
aglomerarem é reduzida e a estabilidade da dispersé@o é elevada. Considera-se
como limites os valores -30 mV e +30 mV, isto é, uma dispersdo em que as
particulas apresentem um potencial zeta superior a +30 mV e inferior a -30 mV é

considerada estavel [190, 191].
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Formulagao

Figura 27: Caixa de bigodes do didmetro médio dos lipossomas obtidos ap6s hidratacao de
prolipossomas produzidos pelo método FD com PTX 1% e sem farmaco (p>0,05).
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Figura 28: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos apés hidratacdo de

prolipossomas produzidos pelo método FD com PTX 1% e sem farmaco (p>0,05).

Como é possivel observar pela figura 27 e 28, os valores de diametro médio e
potencial zeta relativos as formulacdes de PTX com e sem farmaco obtidos pelo
método de FD, ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas, pelo
gue se pode concluir que a presenca do farmaco nédo influenciou estes parametros,
0 que é positivo. Os valores de potencial zeta, a semelhanca da situacao anterior,

séo <-30 mV, o que é um bom indicativo da estabilidade da formulagéo [190, 191].
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Figura 29: Caixa de bigodes do diametro médio dos lipossomas obtidos apés hidratacéo de

prolipossomas produzidos pelo método FD com PTX 1% e sem farmaco (p>0,05).
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Figura 30: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos apés hidratacdo de

prolipossomas produzidos pelo método SD com PTX 1% e sem farmaco (p>0,05).
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Quanto a formulagéo obtida pelo método de SD, as figuras 29 e 30 mostram que
também n&o se verificaram diferencas estatisticamente significativos entre os

didmetros médios e potenciais zeta das formula¢cdes com e sem PTX.

Assim, para todos os métodos, a presenca do farmaco na quantidade usada néo
causou diferengas estatiticamente significativas no diametro médio e potencial zeta
dos lipossomas. Seria interessante estudar, futuramente, outras quantidades de
farmaco e sua influéncia nestes parametros.

Pela andlise dos valores da tabela 16, verifica-se uma clara diferenca entre os
valores de diametro médio obtidos para a formulacdo produzida pelo método SD,
em comparagdo com o0s outros métodos. Foi feita a andlise estatistica, que veio
confirmar esta mesma observacgédo: o didmetro médio dos lipossomas obtidos apos
hidratagdo dos prolipossomas produzidos pelo método SD é estatisticamente
menor em comparagdo com o método FD (p=0,05) e com o método FDC (p=0,01)
(figura 31). Este é um resultado de muito interesse, jA que demonstra que entre
todos os métodos, 0 SD é capaz de produzir particulas que quando hidratadas dao
origem a lipossomas de menores diametros médios, constituindo portanto uma

vantagem deste método, face aos restantes.
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Figura 31: Caixa de bigodes do diametro médio dos lipossomas obtidos apos hidratacdo de

prolipossomas produzidos pelos trés métodos com PTX 1%.

s

A questdo do tamanho é deveras importante. De facto, o didmetro dos
lipossomas € um aspeto da sua caracterizagéo fisica essencial, que ira determinar o seu

sucesso clinico como vetor de farmacos. As conclusGes de varios estudos é que
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lipossomas menores que 100 nm tém uma menos interacdo com as proteinas
plasmaticas, evitando assim a captura pelo sistema mononuclear fagocitario,
contribuindo para um aumento do tempo de circulagdo no sangue e acumulando-se
passivamente no tumor [115, 192]. Contrariamente, lipossomas maiores séo eliminados
mais rapidamente da circulagdo sanguinea. Assim, teoricamente um lipossomas ideal
para a entrega de farmacos quimioterapéuticos devera ter um didmetro entre 50-100
nm. Para o alcance dos locais alvo de forma passiva, através do efeito EPR, 0s sistemas
poderdo apresentar tamanhos até 200 nm, no entanto particulas de maiores dimensbtes
tém também demonstrado extravasamento e acumulacédo nas células tumorais [115].
Atendendo a estas consideragfes, o método de SD foi aquele que permitiu obter
resultados mais promissores, uma vez que os didmetros médios das vesiculas
produzidas, apos hidratagéo, foi da gama dos 250 nm. Este método, merece pois ser

futuramente explorado.

No que respeita aos valores de potencial zeta para as formula¢cdes com farmaco,
estes ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativos entre os varios
métodos (figura 32), o que indica que qualquer um deles permite obter resultados
promissores no que respeita a estabilidade da dispersédo (todos os valores de potencial
zeta foram inferiores a -30mV).
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Figura 32: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos apds hidratacao de

prolipossomas produzidos pelos trés métodos com PTX 1% (p>0,05).
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Quanto a eficacia de encapsulacdo do PTX, os valores obtidos para os trés
métodos sdo elevados (tabela 16), sendo que todos os valores de eficicia de
encapsulacao obtidos foram superiores a 85%. Ora, atendendo a que o objetivo do
trabalho foi a producdo de prolipossomas como um sistema de transporte de
farmacos, estes valores de eficacia de encapsulacdo do farmaco indicam que o
objetivo foi cumprido e de facto criaram-se sistemas capazes de encapsular o
farmaco. Mais ainda, qualquer dos métodos usados permitiram a producdo de
prolipossomas com uma grande capacidade de encapsulacdo do farmaco, o que
constitui um resultado muito promissor.

Atendendo aos resultados obtidos, cada um dos métodos produziu
prolipossomas que quando hidratados originam lipossomas com valores de
potencial zeta baixos e valores de eficacia de encapsulacdo do farmaco superiores
a 85%. Quanto ao diametro médio, o SD permitiu obter menores tamanhos, na
ordem dos 250 nm, o que indica que este método é uma potencial metodologia a
explorar na preparagdo de prolipossomas como sistemas transportadores de
farmacos. Os valores do indice de polidispersao, para todos os métodos sao
elevados, o que indica a heterogeneidade entre os tamanhos das particulas. Este
€ um resultado que jA se esperava, uma vez que esta documentado que 0S
prolipossomas, ao serem hidratados origiram lipossomas do tipo MLV [133, 134], o

que podemos apontar como desvantagem destes sistemas.
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4.6. MORFOLOGIA

Foi utilizada a técnica de cryoSEM para obtencdo de imagens das particulas que

se formam apos a hidratag&o dos prolipossomas, de modo a avaliar a sua morfologia.

Figura 33: Imagens de cryoSEM obtidas com o Microscaépio Eletrénico de Varrimento de alta
resolucdo, com Microandlise por Raios X e sistema para observacdo de amostras a baixa
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500, referentes aos
lipossomas obtidos apés hidratacdo de prolipossomas produzidos com a técnica de SD. A
— manitol hidratado, ampliagdo x2500; B — SD sem farmaco x2500; C, D e E — SD sem
farmaco x2500; F — SD com PTX x 2500; G, H e | — SD com PTX x 25000.

A figura 33 refere-se a técnica de SD. Em primeiro lugar, as imagens provam que
de facto, a hidratacdo dos prolipossomas produzidos por esta técnica leva a formagéo de
lipossomas. E possivel visualizar nas imagens de menor ampliacéo (B e C) a presenca das
particulas e de uma rede. Pensou-se que tal estrutura se devia a presenga do manitol e,
para o confirmar, foi hidratado manitol obtido por secagem no Nano spray dryer. Como é
mostrado na imagem A, essa estrutura deve-se de facto ao manitol. As particulas

apresentam uma forma aproximadamente esférica, sendo que é possivel visualizar
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particulas de dimensdes variadas, o que vem corroborar os altos indices de polidisperséo
obtidos.

- I

= ) = ' e

Figura 34: Imagens de cryoSEM obtidas com o Microscopio Eletrénico de Varrimento de alta
resolucdo, com Microandlise por Raios X e sistema para observagcdo de amostras a baixa
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500, referentes aos
lipossomas obtidos ap6s hidratagédo de prolipossomas produzidos com a técnica de FD. A
— manitol hidratado, ampliacdo x2500; B — FD sem farmaco x2500; C, D e E — FD sem
farmaco x2500; F — FD com PTX x 2500; G, H e | = FD com PTX x 25000.

A figura 34 refere-se a técnica de FD. Também aqui, as imagens provam que de
facto, a hidratacdo dos prolipossomas produzidos por esta técnica leva a formagéo de
lipossomas. E possivel visualizar particulas de dimensdes muito variadas, sendo algumas
da ordem de 1 ym (figura 35 E e G). Comparando com aimagem 33, surgem aqui particulas
de superiores dimensdes, 0 que esta de acordo com as diferencas de didametro médio das
particulas obtidas para cada um dos métodos. Os lipossomas aparentam ter uma forma
aproximadamente esférica, embora seja possivel visualizar alguns deles com uma forma

um pouco mais irregular.
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Figura 35: Imagens de cryoSEM obtidas com o Microscaépio Eletrénico de Varrimento de alta

resolucdo, com Microandlise por Raios X e sistema para observacdo de amostras a baixa
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500, referentes aos
lipossomas obtidos apés hidratagdo de prolipossomas produzidos com a técnica de FDC. A
— manitol hidratado, ampliagcdo x2500; B — FDC sem farmaco x2500; C, D e E — FDC sem
farmaco x25000; F — FDC com PTX x 2500; G, H e | = FDC com PTX x 25000.

A figura 35 refere-se as particulas obtidas através da técnica de FDC. Mais uma
vez as imagens provam que de facto a hidratagdo dos prolipossomas produzidos por esta
técnica leva a formagao de lipossomas. E possivel visualizar particulas de dimenses muito
variadas, incluindo particulas com um tamanho superior a 2 ym (figura 36-D), com formas
aproximadamente esféricas. Comparando com a imagem 33, surgem aqui particulas de
superiores dimensdes, 0 que esta de acordo com as diferengas de didmetro médio das
particulas obtidas para cada um dos métodos. Alguns lipossomas apresentam uma

morfologia mais irregular.
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A morfologia dos prolipossomas foi também avaliada, usando a técnica de SEM —
figuras 36, 37 e 38.

Comparando as imagens dos prolipossomas produzidos por diferentes técnicas,
sdo notorias as diferencas da morfologia das particulas. A técnica de SD permitiu obter
particulas com uma forma aproximadamente esférica, ao contrario dos prolipossomas

obtidos pelas outras técnicas, que apresentam formas mais irregulares.

Figura 36: Imagens de SEM obtidas com o Microscépio Eletrénico de Varrimento ambiental,
de alta resolucéo (Schottky) Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M referentes aos
prolipossomas obtidos com a técnica FDC e manitol usado. A — manitol x500; B — manitol
x2500; C — manitol x10000; D — prolipossomas FDC s/ farmaco x500; E — prolipossomas
FDC s/ farmaco x2500; F — prolipossomas FDC s/ farmaco x10000; G — prolipossomas FDC
com PTX x500; E — prolipossomas FDC com PTX x2500; F — prolipossomas FDC com PTX
x10000.
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Figura 37: Imagens de SEM obtidas com o Microscépio Eletronico de Varrimento ambiental,
de alta resolucéo (Schottky) Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M referentes aos

prolipossomas obtidos com a técnica FD e manitol usado. A — manitol liofilizado x500; B —

manitol liofilizado x2500; C — manitol liofilizado x10000; D — prolipossomas FD s/ farmaco
x500; E — prolipossomas FD s/ farmaco x2500; F — prolipossomas FD s/ farmaco x10000; G
— prolipossomas FD com PTX x500; E — prolipossomas FD com PTX x2500; F —
prolipossomas FD com PTX x10000.

Uma vez que o Nano Spray Dryer B-90, aparelho usado para a obtencdo dos
prolipossomas através do método de SD, foi especialmente concebido para a producéo de
nanoparticulas, era esperado que os prolipossomas obtidos por este método tivessem uma
morfologia esférica. Pode ainda concluir-se, ao compararmos as imagens do manitol e dos
prolipossomas, para cada caso, que a morfologia apresentada pelo material transportador,
determina a morfologia dos prolipossomas, o que faz sentido, atendendo a que este
representa cerca de 90% do material total.
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Figura 38:Imagens de SEM obtidas com o Microscépio Eletrénico de Varrimento ambiental,
de alta resolucéo (Schottky) Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M referentes aos
prolipossomas obtidos com a técnica SD e manitol usado. A — manitol SD x500; B — manitol
SD x2500; C — manitol SD x10000; D — prolipossomas SD s/ farmaco x500; E —

prolipossomas SD s/ farmaco x2500; F — prolipossomas SD s/ farmaco x10000; G —

prolipossomas SD com PTX x500; E — prolipossomas SD com PTX x2500; F —
prolipossomas SD com PTX x10000.
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5. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A toxicidade apresentada por inumeros farmacos, nomeadamente 0s
anticancerigenos, aliada a sua capacidade de se distribuirem amplamente pelo organismo,
atingindo os tecidos saudaveis, faz com que seja imprescindivel investigar e criar novos
veiculos, que permitam o seu direcionamento as células alvo.

Os lipossomas constituem um dos tipos de vetores mais usado, apresentando
inmeras vantagens, principalmente devido a sua semelhanga com as membranas
celulares, o que os torna biocompativeis. No entanto, a instabilidade fisica e quimica
associada a eles, faz com que o seu “tempo de prateleira” seja baixo, o que limita muito o
seu desenvolvimento para fins comerciais.

Os prolipossomas sao particulas sélidas, formadas por lipidos e um material
transportador que, quando hidratados, dao origem a lipossomas. Assim, apresentam as
vantagens dos lipossomas, aliadas ao facto de serem particulas sélidas, o que Ihes confere
mais estabilidade em comparacdo com as formulacdes lipossomais. Apesar de nao
constituirem um tema novo, ja que foram desenvolvidos pela primeira vez, no final da
década de 80, sdo ainda uma area pouco explorada.

Neste rabalho foram desenvolvidos prolipossomas usando trés metodologias: o
método film deposition on carrier, usado pelos pioneiros na area dos prolipossomas, a
liofilizac&o (freeze drying) e a secagem por atomizagéo (spray drying).

Foram produzidos prolipossomas com e sem farmaco. Apos a sua obtencéo, foram
hidratados e os lipossomas formados foram caracterizados ao nivel do seu tamanho,
potencial zeta, eficacia de encapsulacdo e morfologia.

Os resultados mostraram que o método de spray drying permitiu obter lipossomas
com um diametro médio na ordem dos 250 nm, resultados estatisticamente diferentes dos
obtidos pelos restantes métodos. O recurso a técnica de SEM permitiu avaliar a morfologia
dos prolipossomas e descobrir que de facto através do spray drying se obtém particulas
esféricas. O potencial zeta para todos os métodos foi menor que -30mV, um indicador de
uma boa estabilidade da dispersao lipossémica e a eficacia de encapsulacdo do farmaco
foi superior a 85%.

Os resultados levam a conclusao de que o spray drying foi um método que permitiu
a obtencédo de prolipossomas com as melhores caracteristicas para possivel vetorizacdo
de farmacos, merecendo ser explorado no futuro.

Os proximos passos na continuacdo do trabalho poderdo consistir no estado da
estabilidade dos prolipossomas, caracterizacdo das suas propriedades de escoamento

(caracteristica importantissima dos pos) e ensaios para avaliar a sua toxicidade celular.
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ANEXO |

Ficha de dados do produto LIPOID E80, disponibilizada pela empresa LIPOID, a

gual gentilmente cedeu o produto para este trabalho.

Lipoid

LIPOID E 80
Description Egg phospholipids with 50 % phosphatidylcholine
Art. Mo. 510300
EINECS-Mo. 297-639-2
CAS-MNo. 93585-90-6
Composition
Phospholipids
Phosphatidylcholine + LPC [%a] 80.0 -850
Phosphatidylethanclamine [%] T0-95
Typical fatty acid composition in % to total fatty acids
Palmitic acid 28 -34
Stearic acid 12-15
Oleic acid 26 - 30
Linoleic acid 13-18
Linolenic acids n.m.t. 1.0
Polyunsaturated fatty acids C 20 and higher 6-10
Identity
Thin-layer chromatography complies
Purity
Mon-polar lipids
Triglycerides [%] n.m.t. 3.0
Cholesterol %] n.m.t. 1.0
O, L-a-tocopherol [%] 005-01
Fres fatty acids [%] n.m.t. 0.05
Phosphorus [%] 37-41
Acid value T-10
lodine value 65 - B9
Peroxide value n.m.t. 3
Aflatoxin B1 [ppb] n.m.t 2
Aflatoxins B1, B2, G1, G2 [ppbl n.m.t. 4
Water [%] n.m.t. 2.0
Particle test complies with method
PM1
Residual solvents
Ethanol %] n.m.t. 2.0
Heavy metals [mg'kg] n.m.t. 10

Lipoid GmbH, Frigenstralle 4, D-67065 Ludwigshafen, Gemany

Document D- 510200-02 of 23.01.2014
Supersedes D- 103 of 01.02.2008
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Physical Data

Consistency
Colour

Solubility {5 % solution)
Water
Fat
Chlorinated hydrocarbons
Ethanol

Endotoxins
Endotoxins
Bacteriological Data

Total asrobic microbial count (TAMC)
Yeasts

Moulds

Escherichia coli

Salmeonella

Staphylococcus aursus
Pseudomonas aenuginosa

Ingredients

Egg phosphelipids, D, L-a-tocopherol

Packaging

[EL/g]

[CFUfg]
[CFUfg]
[CFUfg]
[f10 g]
[*10 gl
[#10 g]
[f10 g]

Standard packaging S kg in double PE-bag

Storage Conditions

Lipoid

coarse agglomerates
yellowish - yellow

dispersible 20 *C
soluble 60 *C
soluble 20 °C
soluble 20 °C

nm.t 6

n.m.t. 100
n.m.t. 10
n.m.t. 10
absent
absent
absent
absent

Recommended storage; In closed containers at - 20£5 *C. To avoid a negative impact on the
product quality by humidity, a cooled product unit must not be opened without prior conditioning to
ambient temperatures. Close opened containers immediately.

n.m.t. = not more than

The product data sheet provides the typical composition. Mot all parameters mentioned above are part

of the cerificate of analysizs.

All data and recommendations as well as formulations made herein are based on our present state of
knowledge. We disclaim all liability on rizks or formulae that may result from the use of our products,

including improper and illicit use.

Lipoid GmbH, Frigenstralle 4, D-67065 Ludwigshafen, Germmany

Document

Supersedes D103

D- 510200-02 of 23.01.2014
of 01.02.20086
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ANEXO Il

Ficha de dados do paclitaxel usado neste trabalho, obtido da MedChem Express.

Product Data Sheet

Product Name: Paclitaxel
CAS No.: 33069-62-4
Cat. No.: HY-B0015 yo OH
L o
MWt: 853.91 :
0 A 0

Formula: CATHSINO14 [
Purity : >98%
Solubility: DMSO 100 mg/mi Ethanol 25

mg/mi

Pathways:Cell Cycle/DNA Damage; Target: Microtubule/Tubulin
Pathways:Antibody-drug conjugates/ADCs Related; Target: ADCs
cytotoxin

Mechanisms:

Biological Activity:

Paclitaxel is a microtubule polymer stabilizer with IC50 of 0.1 pM in human endothelial cells.

1C50 Value: 0.1 pM

Target: microtubule

in vitro: Paclitaxel inhibits non-endothelial type human cells at 104 - to 105 -fold higher
concentrations, with IC30 of 1 nM-10 nM. The selectivity of Paclitaxel inhibition of cell proliferation is
also species specific, as mouse ECs are not sensitive to Paclitaxel at ultra low concentrations.
Inhibition of human ECs by Paclitaxel at ultra low concentrations does not affect the cellular
microtubule structure, and the treated cells do not show G2/M cell cycle arrest and apoptosis,
suggesting a novel but as yet unidentified mechanism of action. In an in vitro angiogenesis assay,
Paclitaxel at ultra low concentrations blocks human ECs from forming sprouts and tubes in the

three-dimensional fibrin matrix. In the presence of SMF, the effic...

with paclitaxel treatment in ovarian cancer patients: a prospective phase || GINECO trial. Support
Care Cancer. 2013 Feb 19.

[2]. Pan Z, Gollahon L. Paclitaxel attenuates Bcl-2 resistance to apoptosis in breast cancer cells
through an endoplasmic reticulum-mediated calciumrelease in a dosage dependent manner.
Biochem Biophys Res Commun. 2013 Feb 13. pii: S0006-291X(13)00253-3.

[3]. Habib S, Delourme J, Dhalluin X, et al. Bevacizumab and weekly paclitaxel for non-squamaous
non small cell lung cancer patients: A retrospective study. Lung Cancer. 2013 Feb 13. pii: S0169-
5002(13)00025-1.

[4]. Park SJ, Wu CH, Gordon JD, et al. Taxol induces caspase-10-dependent apoptosis. J Biol
Chem. 2004 Dec 3;279(49):51057-67. Epub 2004 Sep 27.

[5]. Rao 5, He L, Chakravar...

Caution: Not fully tested. For research purposes only
Medchemexpress LLC

www.medchemexpress.com

18 Wilkingon Way, Princeton, NJ 08540,USA
Tel: 609-228-6898 Fax: 609-228-5309 Email: info@medchemexpress.com Web: www. medchemexpress.com
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ANEXO Il

Ficha de dados de seguranca do paclitaxel usado neste trabalho, obtido da

MedChem Express.

o
&2

MSDS

MCE

MedChem Express

1 Composition
Product Mame:
Chemical Mame:
Benzenepropanoic acid, B-{benzoylamino -a-hydrooy-,
{2aR.45,4a5,8R,95,115.125,12aR, 1205 -8, 1 2b-bis|{acetyloxy]}-
12-4benzoyloxy)-2a.3.4 43.5,8,8.10,11,12.12a, 12b-dodecahydro-
4_11-dihydroxcy-4a_8,13,13-tetramethyl-5-cxo-7.11-methano-1H-
cyclodecald 4)benz]1, 2-bloxet-2-9 ester, (aR. B3}

Paclitaxel

varsion 2.1 Reision Date: 07/08/2013

Print Date: D2M0/2014

T Accident Release Measure

PROCEDURE(S) OF PERSOMNAL PRECAUTION{S - Wear
respirator, chemical safiety goggles. nubber boots, and heavy
rubber gloves.

METHODS FOR CLEANING UP-Sweep up, place in a bag and
hold for waste disposal. Avoid raising dust. Ventlate area and
wash spll site after material pickup is complete.

CAS Nou 33060-62-4 8 Accident Release Measure

Appearance: White to yellow({solid) Mo data available.

Formula: CATHS1NO14 9 Toxicological Information

Solubiity: DMS0 100 mg'ml Ethanod 25 mgimil Tao the best of our knowledge, the chemical, physical, and
toxicological properties hawe not been thoroughly investigated.

2 Handling and Storage 10 Regulary Information

HAMDLING- Do not breathe dust. Aveid contact with eyes,
skin,and clothing.Awoid profonged or repeated exposure.
STORAGE- Please store the product under the recommended
conditions in the Cerificate of Analysis.

3 Stability and Reactivity

STABILITY- Stable under normal handling conditions.
MATERIALS TO AVOID- Strong oxidizing agents.
REACTIVITY- May emit toxic gasses like Carbon monouide,
Carbon dioxide, Mitrogen oxides upon themmal decomposition.

CLASSIFICATION- Substance mot yet fully tested.

SAFETY PHASES- 26-36 (In case of contact with eyes, rinse
immediately with plenty of water and seek medical advice. Wear
suitable protective clothing.) 38/37/38 (Imitating to eyes,
respiratory system and skin.)

11 Disposal Considerations

As specific country, federal, state and local environmental
regulations vary and change frequently we suggest you contact
a bocal, authorized waste disposal contractor for adequate
disposal.

4 Hazards Identification

Special indication of hazards to humans and the environment.
Irritating to eyes. respiratory system and skin.

SEIMN QUM AL - In case of contact, immediately wash skin with
so@p and copious amounts of water.

EYE CONTACT- In case of contact, mmediately fiush eyes with
copious amounts of water for at bleast 15 minutes.

INGESTION- K swallowed, wash out mouth with water provided

person is conscious. Call a physician.

G Fire Fighting Measures

EXTINGUISHING MEDIA

Water spray- Carbon dioxide, dry chemical powder, or
appropriate foam.

SPECIAL RISKS

Specific Hazard({s}- Emits toxic fumes under fire conditions.
SPECIAL PROTECTIVE EQUIPMENT FOR FIREFIGHTERS
Wear self-contained breathing apparatus and protective clothing
o prevent contact with skin and eyes.

12 Transport Information

RIDVADR- Mon-hazardous for road transport.

IMDG- Mon-hazardous for sea transport.

IATA - Mon-hazardous for air transport.

purport to be all inclusive and shall be usad only as a guide. The
infiormation in this document is based on the presant state of ouwr
knowledge and is applicable to the product with regard to
appropriate safety precautions. It does not represent any
guaraniee of the properties of the product Medchemexpress
LLC shall not be held lable for any damage resulting from
handling or from contact with the above product.

Caution: Not fully tested. For research purposes only

Medchemexpress LLC
www.medchemexpress.com

1B Wikinscn Way, Princeton, NJ 08540 US4
Teal: B09—-228-6808 Fax: G08-22E-5000 Emald infolimedchameasprass com Wab: www madchemexpress com
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Anexo Il

Curvas de calibracao

Curva de Calibracao A
3 -
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Representacao gréfica da curva de calibragdo para o Paclitaxel. Equacgéo da reta: y=
0,8005x - 0,0902; R?= 0,9993 e SQD=0,0019.

Curva de Calibragéao B
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Representagéo gréfica da curva de calibragdo para o Paclitaxel. Equagéo da reta: y=
1,0982x - 0,6406; R*= 0,9961 e SQD= 0,014.
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Curva de Calibracéao C
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Representacdo gréafica da curva de calibracdo para o Paclitaxel. Equagdo da reta: y=
0,9367x - 0,1883; R?=0,9982 e SQD= 0,0067.
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Anexo IV

Termograma do manitol

Onset: 165.9°C

Area: -360.5 Jig
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