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INTRODUCAO

Moléculas anfifilicas, ou seja, que possuem uma cauda apolar e uma cabeca polar tém a
capacidade formar sistemas de fases liquido-cristalinas, que dispersas em meio aquoso, estao
sendo cada vez mais estudadas como plataforma para liberacdo de farmacos. (Lee, K. et al.) Os
surfactantes sdo os principais constituintes desses sistemas e dependendo da natureza deste,
podem apresentar fases lamelar, micelar, clbica bicontinua, hexagonal, normais ou reversas
(Mezzenga, R et al.). Sendo as ultimas, as mais recorrentes em estudos com fins biol6gicos, seja

para liberacao controlada de farmacos ou aplicacéo tépica (Yaghmur, A. et al.).

As principais moléculas estudadas para formacdo dessas estrutura sédo a monoleina e o
fitantriol. A primeira ja possui muitas informacdes na literatura sobre a formacdo de
nanoparticulas liquido-cristalina, porém possui um grupo éster que acaba por limitar as
aplicacdes de liberacdo controlada. J& o fitantriol (Fig. 1) ndo possui o grupo éster, sendo,

portanto, mais resistente a acdo de enzimas hidroliticas e da variacdo de pH.

Em uma ampla faixa de concentracdes, o fitantriol forma fases cubicas bicontinuas

reversas, o que torna interessante o uso para aplicacdes bioldgicas, e as dispersdes destas fases
sdo comumente chamadas de cubossomas. Um estudo recente (Bessone, C. et al.) demonstrou
gue cubossomas carregados com Latanoprost apresentaram um perfil de liberacao mais longo e
sustentado que o farmaco comercial Louten® . Além disso, as fases cubicas bicontinuas vém

sendo estudadas para liberacédo de farmacos tanto apolares quanto polares.

Quando comparamos a liberagdo de farmacos hidrofilicos, por exemplo, podemos notar
uma diferenca na taxa de liberagdo entre as fases cubica bicontinua e hexagonal, o que abre
caminho para estudos de transicdo de fase acionada por gatilhos como temperatura, pH e

enzimas (Bisset, N. et al.).

O uso do pH como gatilho para transicdo de fase € um dos principais parametros
estudados, ja que ao longo do organismo humano, vemos regides com diferentes faixas de pH, o
gue torna interessante do ponto de vista de liberac@o controlada de farmacos (Negrini, R. et al.).
Além de, em certas doengas, como no caso do cancer, haver uma diferenciagdo no pH em
relagdo as células normais, o que pode ser Util também no caso de terapias mais direcionadas,

gue contribuem para a diminuicdo dos efeitos colaterais.

Portanto, sistemas de nanoparticulas biorresponsivas, pode ser de grande interesse para
fins bioldgicos, tanto num melhor direcionamento da terapia quanto no caso de liberagao

controlada de farmacos.
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Figura 1. Estrutura quimica do fitantriol.
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OBJETIVOS DA PESQUISA

Este projeto tem por objetivo avancar na avaliagdo de gatilhos e seu impacto na liberacéo
controlada de farmacos por sistemas nanoestruturados. Para isto, os objetivos foram:

(i) sintetizar um pro-farmaco (lauril-diclofenaco) contendo um éster clivavel (usando
procedimentos ja descritos na literatura) e adquirir comercialmente (da empresa Sigma-
Merck) os outros dois pro-farmacos (ascorbil-palmitato, lauril-galato), totalizando trés
sistemas diferentes. (Fig. 2)

(i) preparar nanoparticulas constituidas por fitantriol, um pro-farmaco e estabilizante.

(iii) avaliar a capacidade de resposta desses sistemas utilizando diferentes pHs

METODOLOGIA

Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas

Os cubossomas foram preparados a partir do método Top-Down (Fig. 3), este utiliza altas
energias para dispersdo e formagd@o das estrutura liquido-cristalina. O fitantriol foi pesado
(200mg) e fundido a 40°C juntamente com um dos pro-farmacos (Fig. 2), entéo foi adicionado
1,2mL de F127 em solucéo estoque (5%) em PBS e volume final de 10mL completado com PBS,
em seguida foi homogeneizada utilizando SONICS Vibracell VCX 130 (Sonics & Materials Inc.,

USA) em amplitude de 40% durante 30 minutos (em ciclos de 15s on e 3s off).
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Figura 2. Estrutura dos pro-farmacos. A) Ascorbil-Palmitato; B) Lauril-Galato;

C) Lauril-Diclofenaco
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Figura 3. Esquema do método Top-Down. Adaptado de Akhlaghi, S. P.; Ribeiro, I. R,;
Boyd, B. J.; Loh, W., Colloids Surf B, 2016.

Para caracterizagdo da estabilidade e tamanho das nanoparticulas, foi utilizado a técnica
de espalhamento de luz dindmico (DLS) com equipamento ZetasizerNano (Zs-Zen3600,
Marlvern® - Reino Unido), angulo de deteccdo de 173° e modo automatico. Para cada amostra,

foi medido o didmetro hidrodindmico a 37°C, em triplicata.

Sintese e caracterizacéo do pré-farmaco

O diclofenaco de sédio (3g) foi suspendido em 10mL DMF seco e reagido com bromo-
alquil (1-bromo-dodecano) (1.3g, 0.01mol) sob agitacdo mecéanica por 24 horas a temperatura
ambiente. Etil-acetato (30mL) foi adicionado para retirada de impurezas soélidas. A solucao foi
lavada com 60mL de solucdo aquosa saturada com NaCl, seca com MgS04 anidro e filtrada. O
solvente, entdo foi evaporado & vacuo. Para caracterizagdo dos produtos obtidos na sintese foi

empregado a técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H).

Ensaios de liberacéo

Para realizacdo dos ensaios de liberacdo, foram preparados tampdes referentes aos
diferentes pHs encontrados no corpo humano para avaliar a hidrélise do pro-drug em diferentes

faixas de pH.
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As amostras com pro-farmaco foram colocadas em cada um dos tampdes utilizando
membranas de dialise para coletar somente os produtos de hidrolise, que no caso, seriam o
ativos. Todas amostras ficaram sob agitacdo e temperatura constante de 37°C.

Aliquotas de cada amostra foram coletadas algumas vezes e analisadas posteriormente
por HPLC.

RESULTADOS

Caracterizacao das nanoparticulas

Ao longo do projeto foram preparadas nanoparticulas com diversas concentracdes de
pro-farmaco em relacdo ao fitantriol, desde 1% a 20% (m/m). Porém, de acordo com estudos
prévios (Fig. 4) e artigos de apoio (Tran, N. et al.), observamos que seria interessante se

concentrar na regido de 4% de pro-farmaco em relacéo ao fitantriol.
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Figura 4. Dados de SAXS da nanoparticula composta por 1-Dodecanol e Acido

Palmitico, respectivamente.
Como podemos observar, a estrutura das nanoparticulas apos hidrélise dos ativos, nessa
faixa de concentrac@o de 4% em relac@o ao fitantriol, teriamos uma estrutura liquido-cristalina
numa mistura entre a fase cubica bicontinua e hexagonal. Por isso, a escolha de trabalhar nessas

concentracdes.

Na figura abaixo, podemos ver um exemplo da distribuicdo da nanoparticula de fitantriol

com a adi¢&o do lauril galato:

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 199.6 Peak 1: 2231 100.0 7484
Pdi: 0.106 Peak 2 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.926 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good
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Figura 5. Distribuicdo do tamanho das particulas por intensidade

Com um tamanho médio de aproximadamente 200nm, o que é compativel com os
trabalhos ja publicados sobre cubossomas, podemos inferir que temos a formacdo de uma
estrutura liquido-cristalina, mas que s6 poderia ser elucidada com o auxilio de SAXS (que néo foi
possivel ainda, devido a situacdo da pandemia).

Na tabela abaixo, podemos ver o tamanho médio das particulas compostas pelo fitantriol
e os pro-farmacos comerciais que haviamos propostos (Lauril Galato e Ascorbil Palmitato).
Também foi medido o tamanho das nanoparticulas simulando que houvesse 100% de hidrdlise

dos pré-farmacos, com isso teriamos o 1-Dodecanol e o Acido palmitico, respectivamente.

Composicao Diametro (média)| PDI
Fitantriol + Lauril Galato 199.6 0.098
Fitantriol + Ascorbil Palmitato 203.6 0.113
Fitantriol + 1-Dodecanol 216.3 0.132
Fitantriol + Acido palmitico 226.1 0.17

Tabela 1. Distribuicdo do tamanho de acordo com a composicao da

nanoparticula
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Caracterizacao do pro-farmaco

A sintese de pro-farmaco foi feita utilizando o bromohexadecanol ao invés do
bromododecanol proposto, porém os resultados foram satisfatorios, a partir do espectro de RMN
abaixo, pudemos confirmar a formacao do pré-farmaco, a partir da formacgéo de um éster.
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Figura 6. Espectro de RMN 1H do palmitato de diclofenaco.

No espectro de RMN podemos observar os picos dos residuos dos solventes utilizados,
entre eles, DMSO (2,5ppm), &gua (3,35ppm), acetato de etila (1,99 e 4,04ppm) e DMF (7,9ppm),
além disso podemos observar que houve formacdo do pré-farmaco como era esperado e
residuos dos reagentes (diclofenaco de sodio e bromohexadecanol), os picos referentes aos
hidrogénios arométicos do diclofenaco estdo entre 6 e 7,5ppm, ja os picos referente a cadeia
alquilica estédo entre 0,7 e 1,25ppm e 0s picos entre 3,5 e 3,75 sao referentes aos hidrogénios

préximo a carbonila.

Ensaios de liberacao

Algumas tentativas de liberacao foram realizadas, porém, até 0 momento, néo foi possivel
otimizar as condicbes de pH para induzir a hidrélise, condigbes estas que continuam em

investigacéo. Com isso, esta sendo considerado o uso de enzimas para a hidrolise

CONCLUSOES

Devido a pandemia da COVID-19, néo foi possivel a execugéo de alguns experimentos e
analises, que dependiam de laboratérios externos, como o uso de SAXS e o0s ensaios de
liberagdo com enzimas. Porém, o tempo restante que foi possivel para idas ao laboratorio foram
de extrema importancia para aprendizado e desenvolvimento proprio.

Além disso, foi possivel realizar a sintese do pro-farmaco com éxito, porém utilizando o
acido graxo de 16 carbonos (bromohexadecanol)

A sintese das nanoparticulas puderam ser executadas, e na medida possivel das
andlises, pudemos inferir, baseado na literatura ja existente, que foram formadas estruturas
liquido-cristalinas, com tamanho médio de 200 nanémetros.

Com a readequacdo do cronograma em fevereiro de 2021, os ensaios com enzimas
haviam sido excluidos por conta do menor tempo disponivel para realizagdo do projeto, porém
com a dificuldade em otimizar as condi¢des para liberacéo e hidrélise a partir do pH, apenas, esta

sendo considerado o uso de enzimas para a hidrolise.
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