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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma patologia crénica e incapacitante com grande impacto na
qualidade de vida dos doentes. Caracteriza-se pela existéncia de inflamacdo nas articulacdes
podendo mesmo levar a destruicdo do tecido articular. Afeta cerca de 0.5 a 1% da populacao

mundial, verificando-se que tem maior incidéncia em mulheres do que em homens.

Nao é conhecida uma cura para a doencga, pelo que é fundamental uma terapia mais eficaz

para que se consiga controlar os sintomas e se possivel retardar o avanco da doenca.

O mondxido de carbono (CO) em tempos visto apenas como um agente toxico, atualmente
€ explorado pelas suas capacidades anti-inflamatérias, tendo-se desenvolvido moléculas

libertadoras de CO, os CORMSs, de modo a tirar partido dos seus efeitos terapéuticos.

Nos ultimos anos, a nanotecnologia suscitou um grande interesse na comunidade cientifica,
uma vez que, permite criar sistemas de libertagdo controlada de farmacos tornando possivel

ultrapassar alguns dos problemas que se encontram nos farmacos ditos convencionais.

Aliando o facto de a AR ser uma patologia inflamatéria, do CO ter propriedades anti-
inflamatérias e de ser possivel criar sistemas de libertacdo controlada de farmacos, surge o
presente trabalho. Pretende-se assim, desenvolver nanoagentes que permitam a libertacdo
controlada de CO, para serem aplicados no tratamento da AR permitindo atenuar os seus
sintomas e reduzir os efeitos colaterais, relativamente aos farmacos ja existentes para esta

patologia.

Os objetivos englobam: o desenvolvimento de uma nova abordagem terapéutica para a AR,
baseada no design e otimizacdo de nanoparticulas lipidicas incorporando CORMSs, que possuam
um indice terapéutico mais elevado que os tratamentos convencionais e com efeitos colaterais

€SCassos.

Palavras-chave: artrite reumatoide; nanoparticulas lipidicas; libertagéo controlada de farmacos;

monoxido de carbono: CORMs
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, disabling condition with a major impact on patients'
quality of life. It is characterized by the existence of inflammation in the joints and may even lead
to destruction of the joint tissue. It affects about 0.5 to 1% of the world's population and is found

to have a higher incidence in women than in men.

There is no known cure for the disease, so more effective therapy is essential if symptoms

are to be controlled and if possible to slow the spread of the disease.

Carbon monoxide (CO), once seen only as a toxic agent, is now exploited for its anti-
inflammatory properties, and CO-releasing molecules, CORMSs, have been developed to take

advantage of its therapeutic effects.

In recent years, nanotechnology has aroused a great deal of interest in the scientific
community as it allows for the creation of controlled drug delivery systems making it possible to

overcome some of the problems found in so-called conventional drugs.

Combining the fact that RA is an inflammatory pathology, CO has anti-inflammatory
properties and it is possible to create controlled drug delivery systems, our goal is to develop
nanoagents that allow the controlled release of CO to be applied in the AR treatment, allowing to
attenuate its symptoms and reduce the side effects, in relation to the existing drugs for this

pathology.

The objectives include the development of a new therapeutic approach to RA, based on the
design and optimization of lipid nanoparticles incorporating CORMs, with a higher therapeutic

index than conventional treatments and with less side effects.

Keywords: rheumatoid arthritis; lipid nanopatrticles; controlled release of drugs; carbon
monoxide; CORMs
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1 INTRODUCAO
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1.1 ARTRITE REUMATOIDE: A DOENGCA

Classificada como uma doenca inflamatdria, autoimune,
sistémica, progressiva e crénica, ! a artrite reumatoide (AR) é
caracterizada por inflamagdo simétrica persistente de muiltiplas
articulagBes periféricas [ (Figura 1.1), afetando cerca de 0.5 a 1%
da populagdo mundial. Bl O envolvimento simétrico das maos,

especialmente das articulagbes metacarpofalangeanas e

interfalangicas proximais, com preservacao relativa do esqueleto
axial, sdo alguns elementos-chave que auxiliam o diagndstico
desta patologia. ¥ Em Portugal afeta cerca de 40 mil habitantes.
[5]

No que respeita a apresentacédo clinica e ao prognéstico é

) ) - Figura 1.1: Representacao das
uma doenga bastante heterogénea, em alguns pacientes verifica- principais articulacdes afetadas

pela AR (Adaptado de “ABC of

se que é pouco erosiva e pouco sintomatica, enquanto noutros € Rheumatology” ).

mais grave e persistente, conduzindo a danos articulares graves
e incapacitantes. [67]

A AR é nitidamente mais frequente no sexo feminino, afetando principalmente pacientes
entre a quarta e a sexta décadas de vida. ! Pode conduzir a uma grande morbilidade e o indice
de afastamento do trabalho é superior a 60%. ["]

A denominacado de doenca autoimune deve-se a presenca de autoanticorpos, tal como o
fator reumatoide (FR) e o anti peptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) cuja presenca pode preceder
as manifestaces da doenga em varios anos. [

O desenvolvimento desta patologia é multifatorial, existindo, contudo, argumentos a favor
da existéncia de um mecanismo cumulativo de influéncias genéticas e ambientais.

Os fatores genéticos estdo ligados a uma série de genes que contém informacdes
relacionadas com a AR. Esses genes sdo especialmente aqueles que regulam o complexo
principal de histocompatibilidade do antigénio leucocitario humano (HLA, do inglés Human
leukocyte antigen). Os fatores de risco ambientais associados a AR sdo principalmente o
tabagismo e o alcool, aumentado o risco até quarenta vezes quando comparado com 0s nao
expostos, 19

A gravidade da doencga, a evolugdo clinica e as respostas aos tratamentos sdo muito
variaveis. Os sintomas podem desenvolver-se em dias ou evoluir ao longo de muitas semanas
ou meses. O progredir da doenga pode ser muito rapido ou caracterizado por periodos de
remiss&o parcial ou completa por intervalos de tempo variaveis e nio previsiveis. 4

A AR ndo apresenta um diagndstico facil e rapido, devido ao amplo espectro de
manifestagfes, mudancas progressivas do curso da doenca e, essencialmente, devido a falta de
parametros laboratoriais clinicos que sejam caracteristicos da patologia. 4

Em 1956 foram propostos os primeiros critérios de classificacdo da AR, tendo estes sido

aprovados e publicados pela Associacdo Americana de Reumatologia (ARA) em 1958. (4
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Verificando-se que os critérios aprovados pela ARA ndo eram aplicaveis, em 2010 o Colégio
Americano da Reumatologia (ACR) e a Liga Europeia Contra o Reumatismo (EULAR)
propuseram uma nova classificagéo. ! Estes critérios de avaliagdo, ndo foram desenvolvidos
para serem usados como diagnostico, mas podem ajudar a identificar a AR inicial. Entre todos
os critérios, destacam-se o0s seguintes: (1) sintomas persistentes por mais de 2 semanas, (2)
caracteristicas que sugerem AR na artrite inflamatéria de inicio precoce, (3) articulaces
inchadas, especialmente nas maos (punho, articulagbes metacarpaloesfélicas, interfalangeais
proximais), (4) fator reumatoide positivo, (5) anticorpos anti-CCP positivos, (6) marcadores
inflamatérios, como a proteina C reativa (PCR), elevados, (7) nimero de articulagdes inflamadas,
(8) padréo simétrico e (9) auséncia de um diagnostico alternativo, como osteoartrite erosiva. 2

Trata-se de uma doenca bastante heterogénea tanto no que respeita as manifestacées
clinicas como no prognoéstico. Em alguns pacientes, surge COmo pouco erosiva e pouco
sintomatica enquanto noutros, pode ser mais grave e persistente, conduzindo a danos articulares
graves e incapacitantes em poucos anos. %7 Embora as manifestages clinicas variem de
individuo para individuo € frequente a presenca de dor crénica e edema, com COMPromisso
articular, frequentemente simétrico, e fadiga. [3-2%]

A inflamagc@o da membrana sinovial conduz ao seu aumento de espessura, € com 0
tempo, ocorre destruicdo de outros tecidos das articulagbes, 19 destruicdo agressiva das
cartilagens e erosdes 6sseas progressivas (Figura 1.2). @ Com a progresséo da doenca, a dor,
a destruicdo articular e a perda de movimentos podem comprometer a qualidade de vida do
individuo. (8

Osso

Musculo

Ligamento
Macréfago
Cartilagem
Membrana sinovial

Neutrofilo
Célula dendritica
Linfocito
Anticorpo

Pannus

—Tendao

Articulacdo normal Articulacdo reumatoide

Figura 1.2: Representacéo de uma articulagcdo normal e de uma articulacé@o afetada pela artrite
reumatoide.

No que respeita as manifestacdes a nivel articular, as maos séo afetadas em quase todos
0s pacientes, verificando-se uma fase mais inicial em que as articulagbes do punho e méo séo
as mais afetadas, ('8 com o progredir da AR as articulages do cotovelo, joelho, ancas e ombro
s&o habitualmente afetadas. [1417:1920]

Analiticamente, a AR caracteriza-se tanto por uma elevada velocidade de sedimentagéo
(VS) como por um aumento da PCR, anemia normocrémica, trombocitose, nimero de leucécitos

normal ou ligeiramente elevado, mas com contagem diferencial normal e detecao de FR séricos
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em 60 a 70% dos doentes. ! A detecdo dos anticorpos anti-CCP oferece uma especificidade
superior a do FR no diagndstico da AR. A pesquisa simultanea dos dois fatores revela uma maior
exatiddo no diagndstico. 3 Ao nivel do hemograma as alteragcdes séo variaveis, contudo, a
contagem de plaquetas esta normalmente aumentada e a contagem de leucdcitos pode também
apresentar valores acima da referéncia. '

Nesta doenca, ocorre ativagdo anormal dos linfécitos B, T e dos efetores imunes inatos.
221 A origem exata do problema é ainda desconhecida. Por esse motivo, ndo existe atualmente
um tratamento para a AR, mas existem opcdes terapéuticas que controlam os sinais da doenca
e que sio capazes de diminuir a atividade da mesma. 22

O evento inicial da doenca é o processo inflamatdrio na membrana sinovial (sinovite)
com infiltrado de linfécitos e macréfagos. 2% Subjacente ao processo inflamatério esta a migragio
de células sanguineas e de mediadores inflamatdrios para o interior das articulacdes, resultando
em hiperplasia sinovial e das células linfoides. ?# Os infiltrados inflamatorios segregam grandes
qguantidades de citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor
necrosis factor), interleucina-1 (IL-1), IL-6, quimiocinas e proteases. Este conjunto de fatores leva
a que os macrofagos e os fibroblastos que se encontram no revestimento sinovial segreguem
citocinas inflamatodrias e proteases adicionais. O resultado € uma membrana sinovial inflamada
e invasiva, o pannus. 2

As erosdes 6sseas sdo um processo irreversivel que ocorrem precocemente na AR.
Aqui, o equilibrio entre a reabsorcdo e a formacéo 6sseas esta alterado, verificando-se um
aumento na reabsorcdo. Esta reabsorcdo é mediada por células que existem em grande
guantidade no pannus sinovial da articulacdo afetada. 4

A formacao de novos vasos sanguineos é essencial no processo de proliferacéo sinovial
e a posterior formacéo do pannus. Estes vasos sanguineos acompanham a hipertrofia sinovial e
permitem o fluxo de células inflamatdrias ao interior da articulacéo, facilitando a progressédo do
processo inflamatdrio. 24

Varias citocinas pré-inflamatérias estdo associadas a inflamacédo e a proliferacdo da
membrana sinovial, nomeadamente, IL-1, IL-6, IL-8, TNF e o fator estimulador de colénias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF), assim como, varias citocinas anti-inflamatoérias,
designadamente a IL-4, IL-13 e a IL-10. Em conjunto, todas elas promovem 0 processo
inflamatdrio e a destruic&o articular e tecidular. 24

As erosdes Osseas decorrem da chamada area nua na juncdo entre a cartilagem,
membrana sinovial e 0sso. A cartilagem sofre danos devido a efeitos catabélicos em condrécitos
apds a sua estimulacao por citocinas. 2%

Os sintomas da AR manifestam-se sobretudo ao nivel das articula¢gfes, sob a forma de
dor, inflamacéo, rubor, tumefacao, rigidez matinal e dificuldade na mobilizac&o. 2 Apesar disso,
trata-se de uma doenca sistémica, podendo por isso, apresentar sintomas extra-articulares. As
manifestagfes extra-articulares mais comuns sdo os nédulos reumatoides, formacdes nodulares
subcutaneas, localizadas em areas de pressao, como 0s cotovelos, articulacdes dos dedos,

proeminéncias isquiaticas e sagradas, occipitais e tenddes de Aquiles. Podem ainda surgir outros
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problemas sistémicos como, a fibrose pulmonar, derrame pleural, pericardite, vasculite, miosite
e vérios tipos de envelhecimento do sistema nervoso, sobretudo devido a processos
compressivos. 22

1.1.1 Existe um tratamento ideal?

Até aos anos de 1990, o diagnostico da AR tinha consequéncias devastadoras. O
tratamento desenrolava-se como uma piramide de acontecimentos. Primeiramente, comecgava-
Sse com repouso e apenas quando se verificava progressédo da doenca utilizava-se a terapia com
anti-inflamatoérios ndo esteroides (NSAIDs, do inglés NonSteroidal Anti-Inflammatory Drugs) e
agentes antirreuméticos modificadores da doenca (DMARDSs, do inglés Disease Modifying Anti-
Rheumatic Drugs). ™3 No entanto, a constatacdo de que a progressédo radiografica e o dano
articular ocorrem com frequéncia durante fases iniciais da doenca, levou a abordagens mais
agressivas de tratamento, incluindo o uso imediato de DMARDs no diagndstico e/ou 0 uso
combinado de multiplos agentes. 6! Nos dias de hoje, o objetivo do tratamento, em qualquer
estado da doencga, é alcancar a remissdo ou a baixa atividade da doenca se a remissdo nao for
possivel. 12

Com a evolucdo das estratégias terapéuticas para a AR, acredita-se que uma terapéutica
agressiva e precoce podera reduzir a incapacidade, morbilidade e mortalidade dos doentes. !
De modo a chegar a este tratamento ideal, nos decorrer dos Ultimos anos tém sido efetuados
varios estudos, onde se procura comparar a eficacia das varias terapéuticas ja existentes e suas
combinac¢des, assim como, desenvolver terapéuticas que sejam mais eficientes.

Pela natureza multifacetada da AR, ndo existe um tratamento que possa curar
definitivamente esta doenca. Contudo, existem no mercado tratamentos que ajudam a melhorar
a qualidade de vida dos doentes, reduzindo os sinais e sintomas deste problema. 22

Sendo a inflamagdo a maior manifestacdo na AR, a sua reversdo € o principal alvo
terapéutico. Se se conseguir diminuir a inflamacé&o rapidamente, o dano ou a sua progresséo sdo
prevenidos, e a funcéo fisica pode ser melhorada, sem aumento do niumero de sequelas. O
tratamento desta patologia exige entdo uma abordagem estratégica, pela qual a avaliagdo da
doenca conduz a alteragfes terapéuticas ou a alteragdes de farmacos de acordo com a atividade
da doenca.

1.1.1.1Tratamento ndo farmacoldgico — fisioterapia e cirurgia

Deve considerar-se a realizacdo de fisioterapia no plano de reabilitacédo, tendo em conta
as articulacOes afetadas e a fase da doenca em que o paciente se encontra. Pretende-se com
esta técnica fortalecer os musculos e treinar as atividades da vida quotidiana, sendo possivel
recorrer a instrumentos que podem auxiliar a realizagdo dessas tarefas (por exemplo,

adaptadores para a escova dos dentes). 27]
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Apo6s se discutir a possibilidade de recorrer a cirurgia com o reumatologista, deve
recorrer-se ao conhecimento de um cirurgido ortopédico ou neurocirurgido com interesse na AR
de modo a encontrar a solugdo mais indicada para o paciente. 7]

1.1.1.2Tratamento farmacoldgico

Os tratamentos atualmente disponiveis no mercado melhoram a capacidade de executar
as atividades diarias e 0 bem-estar dos doentes, por meio da reducédo da inflamacao, alivio da
dor e reducéo dos danos articulares. 2!

Este tipo de tratamento tem por base anti-inflamatérios ndo esteroides (NSAIDs),
analgésicos, glucocorticoides (GCs) e agentes antirreumaticos modificadores da doenca
(DMARDSs). Com o decorrer dos anos o conhecimento sobre a fisiopatologia da AR permitiu que
as células e moléculas com maior importancia na doenca fossem identificadas, o que levou ao

desenvolvimento de novas terapéuticas bioldgicas (DMARDs bioldgicos ou bDMARDS). [27:28]
1.2 NSAIDs

Os anti-inflamatérios ndo esteroides (NSAIDs) sdo um grupo de moléculas heter6genas
com vérias classes estruturais e perfis beneficio/risco variaveis, que ndo incluem o nicleo de
esteroides na sua estrutura. 2%

O objetivo dos NSAIDs ¢é reduzir a dor, a rigidez e melhorar a funcéo. % Normalmente,
este tipo de farmacos € usado temporariamente até que os DMARDs entrem em utilizagdo, assim
como, durante os surtos da doenca. &%

Estes farmacos ndo modificam o progresso da doenca e tém sido varias as
recomendacdes no sentido de minimizar o uso destes devido a toxicidade associada. *Y Os

NSAIDs de “curta duragao” mais comuns, incluem o Ibuprofeno, Diclofenac, Cetoprofeno e

Indometacina. Como exemplo de NSAIDs Fosfolipidos da membrana celular
de longa duracdo destacam-se o l
Naproxeno, Celecoxibe, Meloxicam, Acido araquidénico
Nabumetona e Piroxicam. B l l
Em 1971 soube-se que o COX-2 cox-1
mecanismo bioquimico de acgdo dos l l 1

NSAIDs se deve a inibicdo das ciclo- Tromboxano Prostaglandinas Prostaglandinas
oxigenase 1 e 2, COX-1 e COX-2 C Hemeostase  Inflamagéo

respetivamente (Figura 1.3). 239 A inibicdo das COX-2 pelos NSAIDs bloqueia a producéo de
prostaglandinas nos locais de

Figura 1.3: Vias bioquimicas no processo de inflamacéo e

inflamagéo, enquanto a inibicdo da COX-  pontos alvo dos NSAIDs (adaptado de "Encapsulation of
) NSAIDs for inflammation management: Overview,
1 noutros tecidos — plaquetas e mucosa progress, challenges and prospects” 29).

gastroduodenal principalmente — pode
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levar a efeitos colaterais comuns nos NSAIDs com o sangramento e ulceragdo gastrointestinal.
[32]

Os NSAIDs geralmente sdo agrupados de acordo com as suas estruturas quimicas, tempo
de sem-ivida, e de acordo com a ciclo-oxigenase que inibem. Embora os NSAIDs ditos
tradicionais, bloqueiem as duas isoformas da ciclo-oxigenase. 2

De acordo com as recomendag¢fes das entidades reguladoras, deve ser prescrita a dose
mais baixa de NSAIDs que seja compativel com o alivio dos sintomas. Assim que for obtida uma

boa resposta a terapia com DMARDSs, esta dose deve ser reduzida ou mesmo suspensa. %

1.3 GLUCOCORTICOIDES

Os glucocorticoides (GCs) sdo hormonas do stress oxidativo essenciais que se difundem
livremente através da membrana e se ligam ao recetor de glucocorticéides, GR (do inglés,
glucocorticoid receptor), e desempenham um papel em diferentes processos fundamentais, tais
como, hemostase metabdlica, cognicdo, proliferacédo celular, desenvolvimento, reproducdo e
inflamacéo. 523

O complexo GClrecetor liga-se reversivelmente a um promotor de DNA especifico ou a
locais supressores no nucleo, resultando na producédo ou inibicdo da transcricdo de proteinas
anti-inflamatérias. A lipocortina € uma das principais proteinas para as quais a producdo é
regulada pelos GCs. Os efeitos anti-inflamatoérios desta proteina sdo mediados pela inibicdo da
fosfolipase A2, que converte os fosfolipidos ligados a membrana em &cido araquiddnico, com
subsequente producio intracelular de prostaglandinas, leucotrienos e radicais de oxigénio.

Ao estimularem a producéo de lipocortina, os GCs também inibem a producéo de varias
citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-1, IL-2, IL-3, interferdo-y (IFN-y) e TNF. Estimulam
também a producdo de uma proteina que controla o gene da COX-2 e regula negativamente a
ativacdo da COX-2 em células inflamatorias. 33

Devido as suas propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras, os GCs estao
entre os medicamentos mais amplamente prescritos em varios distlrbios autoimunes,
inflamatorios e alérgicos. 34 Na AR, os GCs s&o frequentemente inseridos no regime de
tratamento por um curto periodo de tempo, como meio de minimizar a atividade da doenca
enquanto se aguarda que a terapia com DMARDSs surta efeito. 2%

O uso terapéutico desta classe de farmacos é limitado por uma ampla gama de efeitos
colaterais sérios que |lhes estdo associados. ? O uso de glucocorticéides por longos periodos
de tempo podem causar altera¢cdes no metabolismo da glicose, imunossupresséo generalizada,
doencgas cardiovasculares, entre outros problemas. As terapias baseadas no uso de
imunossupressores possuem graves efeitos colaterais que compreendem imunossupressao

generalizada, hipertens&o, dor de cabeca, insuficiéncia renal, entre outros. [
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1.4 DMARDs

Os farmacos antirreumaticos modificadores da doenca, (DMARDS) tornaram-se a base
do tratamento da AR na década de 1970. % A aplicac&o deste tipo de fArmacos sofreu alteracées
nas Ultimas décadas, o que proporciona uma terapéutica mais eficaz desta patologia. 4

Estes farmacos mostraram diminuir a inflamacéo e retardar a progresséo radiogréfica.
Contudo, o grau em que isso acontece ¢ variavel. 57

Varios estudos tém mostrado que o tratamento combinado entre DMARDSs é superior ao
seu uso em monoterapia na diminuicdo da progresséao radioldgica e na supresséo da atividade
da doenca. [

A base da terapia com DMARDSs é o metotrexato (MTX), o seu uso mostrou beneficios
sustentados para pelo menos 50% dos pacientes com AR que o recebem. 99l Existem outros
DMARDSs, como a Sulfassalazina, a Hidroxicloroquina e a Leflunomida que sdo usualmente
utilizados como substitutos ou em combinagdo com o MTX. 38 Neste contexto, apenas 0 MTX

sera focado.

1.4.1 Metotrexato

Analogo do acido félico, o MTX (figura 1.4), € um inibidor da diidrofolato redutase. 4 Ao
inibir esta enzima o MTX reduz o suprimento de purinas e pirimidinas nas células que proliferam
rapidamente, o que interfere na sintese do DNA. B8 Trata-se de um DMARD n&o biolégico
aprovado para o tratamento da AR desde 1990, considerando-se a sua terapia como standard.

24 O  COOH

NH, X /Ej)‘\ﬁj
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Figura 1.4: Metotrexato. Representacao da estrutura quimica do MTX.

A terapia com MTX ¢é suficiente para cerca de 1/3 dos pacientes com AR. B/ Varios
estudos mostram que farmacos anti TNF tém uma maior eficacia quando combinados com o
MTX, motivo pela qual se considera o MTX como farmaco ancora, contudo, o seu mecanismo de
acdo combinado ndo é ainda conhecido. 4

Apesar da sua vasta utilizaco, 0 seu uso esta associado a vérias toxicidades, em cerca
de 40% dos pacientes tratados com MTX sdo observados efeitos adversos ao nivel
gastrointestinal, como nauseas, vOmitos, Ulceras e diarreia, podendo também ocorrer
hepatotoxicicdade. @ Em alguns casos verifica-se também a ocorréncia de infeces graves ou
insuficiéncia respiratoria. A incidéncia e a gravidade dos efeitos adversos durante a terapia estao
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relacionados a dose e frequéncia de administracdo necessarias para se obter um efeito
terapéutico. 4

1.5 DMARDS BIOLOGICOS

Os DMARDs bioldgicos (Figura 1.5) sdo moléculas que modulam as proteinas da
inflamacéo, demonstrando eficacia no tratamento da patologia, nomeadamente em paciente que
sAo resistentes ao MTX. 271 Esta classe inclui antagonistas de citocinas, agentes de deplecéo de
células B, moduladores de co-estimulacdo de células T e inibidores de quinase. 5842

Devido ao seu custo e perfil de efeitos colaterais, 0 uso de bDMARDs é normalmente
recomendado apos os pacientes terem falhado o uso com DMARDs convencionais em
monoterapia ou em terapia combinada. No enanto, em pacientes que apresentem doenca
erosiva altamente agressiva eles podem ser considerados como um componente da terapia de
primeira linha. &7

O desenvolvimento dos agentes bioldgicos oferece opcoes terapéuticas mais seguras,
mais efetivas, porém mais caras que o uso dos DMARDs convencionais. ?®1 A escolha inicial de

um DMARD bioldgico é tipicamente um agente bloqueador do fator de necrose tumoral. 7]

Anakinra  Abatacept Etanercept  Certolizumab pegol

O N e\ e \
.

Adalimumab Golimumab Rituximab Infliximab Tocilizumab

\VAVAVEVEVYI™

]Regiio Fc

Figura 1.5: Representagéo de agentes biol6gicos aprovados para o tratamento da AR (adaptado de "New
therapeutic approaches in rheumatoid arthritis" #21).

O TNF é uma citocina pré-inflamatéria que é um mediador central na cascata inflamatéria
normal. Ao bloguear os recetores do TNF, a inflamac¢é@o é reduzida as custas do sistema
imunoldgico estar suprimido. Subjacente a este efeito imunossupressor esta o risco de infecbes
graves. 139

Dentro dos medicamentos bioldgicos, os inibidores do TNF em combina¢do com 0 MTX
mostram uma grande eficicia em pacientes quando a terapia € iniciada no inicio do curso da
doencga. Apesar disto, varios problemas estao associados ao uso dos medicamentos bioldgicos
atuais, como por exemplo, altos custos e riscos de infecdes bacterianas graves. ¢

Terapias baseadas em anticorpos monoclonais, como anti TNF, tém vérias desvantagens:

imunogenicidade do anticorpo tornando as terapias subsequentes ineficazes; reativacdo da
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tuberculose, toxicidade hepéatica e medular e suscetibilidade a doencas infeciosas; e
heterogeneidade na eficacia terapéutica. %

1.6 BIOSSIMILARES

Um biossimilar é definido pela FDA (Food and Drug Administration) do seguinte modo:
“produto bioldgico aprovado com base na demonstragéo de que € altamente similar a um produto
bioldgico aprovado pela FDA, conhecido como produto de referéncia, e ndo possui diferencas
clinicamente significativas em termos de seguranca e eficacia do produto de referéncia. Apenas
pequenas diferencas em componentes clinicamente inativos sdo permitidas em produtos
biossimilares”. 43

De uma maneira mais simples um biossimilar € uma copia oficialmente aprovada de uma
terapia biologica original. O processo de aprovacdo do biossimilar exige demonstracdo da
comparabilidade em qualidade, eficacia e seguranca entre este e 0 medicamento que Ihe deu
origem. (44

O primeiro biossimilar, Somotropina, foi aprovado em 2006 pela EMA (Agéncia Europeia
dos medicamentos, do inglés European Medicines Agency). No inicio de 2015 foram aprovados
na Europa 20 biossimilares. 44

O objetivo fundamental do desenvolvimento dos biossimilares é melhorar os resultados
dos pacientes, garantindo produtos bioldgicos com melhor acessibilidade. 14

Em alguns paises, o biossimilar de Infliximab j& foi introduzido para tratar condicdes
reumaticas. No que respeita a outros biossimilares, por exemplo, Adalimumab e Etanercept, ja
estdo a ser efetuados estudos. No caso particular do Rituximab, varios biossimilares ja se
encontram num estadio avancado de desenvolvimento, estando alguns ja em fase de ensaios

clinicos em pacientes com AR. 4

1.7 TERAPIA COMBINADA

Estudos clinicos realizados nos ultimos anos demonstram que abordagens de tratamento
mais agressiva usando agentes biolégicos em combinacdo com DMARDSs, especialmente com o
MTX, proporcionam beneficios significativamente maiores no controle da progressao da doenga
quando comparado com a monoterapia com DMARDs ou bDMARDs. 28! A tabela 1.1 mostra as

vantagens e desvantagens da utilizag&o da terapia combinada.

10
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Tabela 1.1: Contraste entre as vantagens e desvantagens da terapia combinada na AR inicial (adaptado

de " Novel treatment strategies in rheumatoid arthritis” [2).

Vantagens

Desvantagens

— A rapida remissdo sera alcangada

mais rapidamente por um numero
crescente de pacientes

Remissdao mais rapida pode resultar
em beneficios a longo prazo (ou seja,
menos danos nas articulagdes, maior

chance de reduzir a terapia no futuro)

Mais caro
bDMARDS)

(especialmente,

Nem todos os pacientes precisam de
terapia combinada

Menor aceitacdo do paciente
(comparado com a monoterapia)

Mais tempo na clinica

Pacientes que usam produtos biolégicos em associagdo com o MTX podem ter melhores
respostas e durabilidade de tratamento quando comparados com doentes que usam apenas
bDMARDs. 2

O estudo ATTRACT, mostra isso mesmo, a utilizacdo de MTX em combinagdo com
Infliximab, demonstrou eficacia clinica, com melhoria dos sinais e sintomas em doentes com AR

e diminuiu a progresséo radioldgica. 24

1.8 MONOXIDO DE CARBONO

O mondxido de carbono (CO) é um gas incolor e ubiquo a temperaturas acima dos -190°C.
A maior parte do CO no corpo (80%) esta ligado a hemoglobina como carboxiemoglobina (COHb)
e os restantes 20% encontram-se distribuido pelos tecidos. As concentracdes celulares de CO
dependem das pressfes parciais locais de CO e Oz, uma vez que, os dois gases competem
pelos mesmos locais de ligacéo de iGes de ferro ou cobre. 15

A primeira vista, a conhecida toxicidade letal do CO parece ser incompativel com um papel
terapéutico para esta molécula. 1 Quando se ouve que o CO pode ser usado para tratar
doencas, surge a questdo de como é que isso pode ser possivel, dada a intensa propaganda
sobre o perigo de inalar este gas potencialmente toxico. ¥l Foram 3 as descobertas que
determinaram que o CO é um gas bioldgico importante: (1) a descoberta de que o CO é produzido
endogenamente no Homem e que a quantidade de CO emitida € maior em pacientes que sofrem
uma de uma variedade de doencas do que em humanos saudaveis; (2) o metabolismo oxidativo
do hemo € fonte de CO nos seres humanos; (3) as duas enzimas metabdlicas geradoras de CO,
hemo oxigenase 1 e 2 (HO-1 e HO-2, respetivamente, derivado do inglés, hemo oxygenase)
foram isoladas e caracterizadas. ¢

Por si s6, 0 CO é um paradigma. Varios avancos mostraram o efeito maléfico do CO. 1“8

Por outro lado, a descoberta de que o CO pode ter beneficios poderosos e efeitos curativos ndo

11
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s6 mudaram a forma como vemos o CO, mas, com enorme contradi¢éo, resultaram em ensaios
clinicos para testar a capacidade do CO no tratamento de varias patologias. 4]

Embora o CO seja um potencial agente anti-inflamatério, o facto de ser um gas causa
varias limitagBes no uso clinico. A terapia com gas requer um controle de dose continuo,
juntamente com condigdes hospitalares especiais. “® O desafio, passa entdo, pelo
desenvolvimento de métodos seguros e convenientes para a entrega de quantidades
terapéuticas de CO. 144

1.8.1 Producéo endbgena de mondxido de carbono

Em 1850 reconheceu-se que a ligacdo do CO a hemoglobina poderia ser reversivel,
culminando numa reagdo quimica potente que poderia causar asfixia. E em 1950 que se
descobrem evidéncias experimentais reais para a existéncia de CO no organismo humano.
Observou-se que a decomposi¢éo in vivo da hemoglobina produzia CO. [“8 A taxa de produgdo
de CO num organismo humano é de 20 pmol/h. &%

Além da absorcdo do gas exdgeno, as células e os tecidos produzem quantidades
significativas de CO como um produto de eliminacdo do metabolismo celular em grande parte da
degradag&o do hemo. 5%

Durante a degradacdo do hemo é catalisada pelas enzimas HO-1 e HO-2 e na presenca
de cofatores NADPH e de O.. De forma rigidamente controlada, o anel de porfirina IX do hemo
colapsa na presenca de cofatores NADP e O: para produzir CO e Fe?*, biliverdina IX e bilirrubina
IX (Figura 1.6). 51

Hemo Biliverdina IX Bilirrubina IX.
& Py
*_,ﬁ\ /&;\. "' “\ T/"“. " "\ T/ R
. boaek T
e ¥ ¥ yo . t—t\t »% Biliverdina redutase ‘"‘_i k’-‘
® < Hemo oxigenase p L P M 3
3 1 - H
< 2 i ' by P
1 € ¢ k}. LW TP ™
¢ “L W ¢ \’-9 'x},, <« Vie w, 'S
¢ Y ENpDPH+O, b ¢ NADPH + H* o )|
[ © ¢ ¢ +
CO + Fe?* + NADP* NADP

Figura 1.6: Esquema da degrada¢&o do hemo. O hemo é degradado em CO, Fe2+ e biliverdina IX
através de uma reacgéo catalisada pela oxigenase do hemo. Numa etapa posterior, catalisada por
biliverdina redutase produz bilirrubina IX (Adaptado de " Carbon Monoxide and Its Controlled: Therapeutic
Appliation, Detection, and Development of Carbon Monoxide Releasing Molecules (CORMs)” 51),

A producao de CO esté associada a uma variedade de papéis fisioldégicos, como efeitos
anti-apoptéticos, anti-inflamatérios, anti-proliferativos e anticoagulantes, e aplicacbes
terapéuticas, como a reducdo da rejeicdo de enxertos de 6rgaos e protecdo contra lesédo por
isquemia e reperfusdo. Por outro lado, a falta de producéo de CO esté associada a varios estados

de doenca, incluindo diabetes e inflamac&o vascular. 52

12
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Apesar de ja comecar a existir literatura a descrever as importancias biolégicas do CO,
0S mecanismos quimicos pelos quais 0 CO regula esses processos biologicos sdo ainda pouco
compreendidos. 57

1.8.2 Moléculas libertadoras de monéxido de carbono

Uma vez descobertas as propriedades benéficas dos CO foi necessario desenvolver
formas de o administrar sem riscos para a saude. Até ao momento, foram utilizadas 3 formas
distintas administracdo. A forma mais simples trata-se da administracdo de CO gasoso em baixas
concentracdes. O segundo método envolve a utilizacdo de solucdes fisioldgicas saturadas com
CO, que embora seja aplicavel em cenarios de transplantes, teriam uma aplicacdo limitada como
agente terapéutico; a Ultima forma, € recorrer a agentes quimicos que tenham capacidade de
libertar esta molécula. Estes agentes quimicos incluem as moléculas libertadoras de CO
(CORMs, do inglés carbon monoxide releasing molecules). 5%

Os CORMSs sao pré-farmacos farmacologicamente competentes que transportam e
libertam CO como principio ativo. % 581 CORMs s&do destinados a fornecer quantidades
controladas de CO para tecidos e 6rg&os. [

A ideia de desenvolver compostos capazes de transportar e entregar CO para sistemas
biolégicos teve origem no final da década de 1990 quando a evidéncia emergente apontou a via
HO-1/CO como fator crucial na resolucdo de varios estados patoldgicos. As estruturas quimicas
dos primeiros CORMSs encontram-se representadas na figura 1.7. [7:54

Uma vez que o CO é conhecido por se ligar fortemente aos metais de transicdo em
solventes organicos, pensou-se que um processo reversivel poderia ser usado para desencadear
a libertagdo desse gas a partir dessas “formas sdlidas” arquetipicas de CO. [/

(60) 2- 2Na*
| \\CO To\\co oc co o Cl co CO H H o a
OC—MA—M—CO \R‘l - \Rl/ m, | N el
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Figura 1.7: Estrutura quimica de CORM s lipossoluveis e solUveis em agua. As estruturas quimicas das
moléculas transportadoras de CO sollveis em lipidos (CORM-1 e CORM-2) e sollveis em agua (CORM-3
e CORM-A1) e suas caracteristicas resumidas (adaptado de “Carbon mo monoxide-releasing molecules
(CO-RMs): vasodilatory, anti-ischaemic and anti-inflammatory activities” 4).

Muito poucos agentes farmacéuticos sdo compostos organometalicos, em grande parte
devido a reatividade dos metais com substancias biologicas (por exemplo, cadeias laterais de
proteinas nucleofilicas e eletrofilicas) e a toxicidade de muitos metais pesados. ¢! A toxicidade
associada ao metal é entdo considerada o tenddo de Aquiles desta tecnologia, devida aos
desafios de seguranca quando estes pro-farmacos sdo aplicados no Homem. % No entanto, o
CO libertado através dos CORMs pode ser administrado com precisdo em determinadas

concentracdes por todas as vias possiveis de administracéo, contrariamente ao CO gasoso, que

13
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apenas pode ser administrado por inalacdo. Torna-se evidente que as concentracdes de COHb
ndo aumentam para niveis de risco quando se usam CORMs em doses que sao
farmacologicamente eficazes. [
Sendo os CORMSs uma classe de farmacos capazes de exercer efeitos anti-inflamatorios,

tém-se efetuado diversos estudos para mostrar essa propriedade. 57

A libertacdo do CO através dos CORMSs pode ser iniciada por diversos modos. Um
mecanismo possivel é a ativacado externa fotoquimica, sendo estes CORMs chamados de
PhotoCORMSs, como é o caso do CORM-1 por exemplo. O CORM-2, por outro lado, liberta o CO
espontaneamente através da substituicdo de ligandos, formando uma nova ligagdo com, por
exemplo, o enxofre. Existem ainda CORMs que libertam o CO pela combinacdo de varios
mecanismos, como por exemplo o CORM-3, que liberta o CO pela degradacéo térmica e
substituicdo de ligando. 57

Este tipo de complexos metdlicos estdo associados a problemas de citotoxicidade e
estabilidade quando se encontram em solugBes, além de que a sua libertacdo para alvos
especificos e a semi-vida adequada de libertacdo do CO sdo também parametros essenciais
guando se pensa em aplicacdes terapéuticas. A realidade é que alguns CORMs apresentam
tempos de semi-vida muito reduzidos. O tempo de semi-vida do CORM-3 em plasma humano é
de 3.6 minutos, e para os CORM-1,-2 e -3 em tampao PBS a 37°C e pH 7.4 é de 1 minuto. Tendo
em conta que os CORMs tém que circular nos fluidos corporais para alcancar o tecido/6rgéos
alvo antes de o CO ser libertado, estes tempos de semi-vida s&o muitos baixos. [°7]

Estes problemas podem ser resolvidos utilizando um transportador conjugado com 0s
CORMs (Figura 1.8). Os CORMs de ligac&o covalente ou encapsulados numa estrutura protetora
do hospedeiro devem aumentar os tempos de semi-vida, especialmente para CORMs onde a

libertagcdo do CO é induzida por reacées de troca de ligandos, como é o caso do CORM-2. 571

Inalacdo de CO Administracdo de CORMs (ex.: ingestdo oral
” I
% e
= J @ 73
Tecidos
saudaveis

‘o)

Pulmao

2 % J Tecidos
Corrente Tecidos Corrente doentes
sanguinea doentes Trato sanguinea
gastrointestinal
V V

Exigente ——m —— Controle da dose ————— Sem problema
Nenhum —— — Especificidade tecidual ———— Controlavel

Alto — “Carga” de CO — Baixo

SIM —— Equipamentos especificos —————— Nenhum
Hospital ———— Configuracdo de administragio ——— Ambulatdrio

Figura 1.8: Inalacéo de CO vs. administracdo de CORMSs. Distribuigdo terapéutica de CO aos tecidos
doentes com as suas principais vantagens e desvantagens (adaptado de "Developing drug molecules for
therapy with carbon monoxide" 9).
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O desenvolvimento de carbonilos de metais de transicdo como os CORMSs representa
uma nova estratégia para uma entrega mais segura de produtos farmacéuticos baseados em CO
no tratamento de varios distirbios patoldgicos. % Uma das vantagens mais importantes
associadas a administracao de tais pro-farmacos é a possibilidade de controlar, direcionar e
idealmente, minimizar a quantidade de CO em circulagdo. A principal desvantagem é que, como
qualquer outro pro-farmaco, a libertacdo do principio ativo, CO, a partir de uma estrutura

molecular produz metabolitos que devem ser toxicologicamente seguros. 5]

1.8.3 Monoxido de carbono e inflamacao

A capacidade de modular e, em particular, limitar a inflamacédo, foi um dos primeiros
efeitos bioldgicos benéficos descritos para o CO. Em 2005, um grupo de investigadores
demostraram pela primeira vez que o CORM-2 e 0 CORM-3 preveniam a inflamacéo induzida
por LPS na linha celular RAW264.7 (macréfagos murinos). Desde entdo vérios trabalhos
confirmam o papel anti-inflamatério de varios CORMSs (Figura 1.9). 59

Outro estudo em modelos com artrite induzida mostram que o CORM-3 é capaz de
suprimir as manifestacdes clinicas e histologicas da doenca. Neste caso, os grupos estudados
desenvolveram a doenca de maneira semelhante, observando-se que no final do tratamento o
grupo onde o CORM-3 foi utilizado apresentava menor inflamacdo e menor erosdo Ossea
comparativamente ao grupo de controlo. [

Uma concentracao fisiologicamente relevante de CO encontra-se na faixa de 100 a 500
ppm. Nesta faixa de concentracdes, o CO inibe a producédo de citocinas pré-inflamatérias, como
TNF, e estimula a sintese da citocina anti-inflamatoria interleucina-10. O efeito anti-inflamatorio
do CO é mediado pela quinase p38, mas independente da via do monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). A interleucina-10 induz a expressao de hemo oxigenase-1 (HO-1), que vai
produzir mais CO. Desta forma, o efeito anti-inflamatério do CO € ampliado. 48l

Inflamacdo

CORM-2 Sepsis

Artrite
Diabetes tipo 1
Neuroinflamagao
Neuroprotegio

Dor

Transplantagao

CORM-A1

Proliferacdo celular /
cicatrizagcdo de ferida

ALF492 Cardioprotegdo
Malaria severa

_ Insuficiéncia

hepética aguda

Ulceras de géstricas
[ Bactericida

Figura 1.9: Esquema representativo da atividade terapéutica de diferentes CORMs (adaptado de
"Bioorganometallic Chemistry Applications in Drug Discovery, Biocatalysis, and Imaging" ).
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1.9 LIBERTACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Quando um farmaco é administrado, apenas uma pequena parte da dose atinge o tecido
alvo, devido a sua distribuicdo por outros tecidos e a sua metabolizacdo ou excregdo antes de
atingir o tecido alvo. ! Aliando isto ao facto de alguns farmacos apresentarem uma acéo de
curta duragdo, surgiu a necessidade de desenvolver solucdes terapéuticas que permitam
contornar estes problemas, permitindo minimizar os efeitos adversos e maximizar o tempo de
libertacdo do farmaco. Aparecem entdo os sistemas de libertagdo controlada de farmacos.

Os farmacos possuem uma banda de acao terapéutica acima do qual se tornam téxicos e
abaixo da qual se tornam ineficazes. 2 O objetivo dos sistemas de libertagio controlada de
farmacos é entdo manter a concentragdo do farmaco libertado na sua banda terapéutica. 63!

Nos dias de hoje, a libertacao controlada de farmacos esta associada a nanotecnologia,
devido a utilizacdo de nanoparticulas (NPs) para a criacdo destes sistemas. A intengdo desta
utilizacéo das NPs tem como objetivo acumular o farmaco e otimizar o tempo de libertagéo deste
no local alvo, o que apenas se torna possivel se as NPs apresentarem maior estabilidade na
presenca dos fluidos biolégicos, e possibilitarem pelo menos a mesma acéo terapéutica que o
composto livre. 62

Os sistemas de libertagdo controlada de farmacos baseados em NPs podem ser
desenvolvidos de modo a ser administrados por diversas vias, conseguirem reter o farmaco no
seu interior durante o transporte e liberta-lo apenas no local desejado. 3164

A forma de conjugar o farmaco ao nanotransportador e a estratégia do seu direcionamento
sdo altamente importantes para se conseguir atingir uma terapia direcionada. Um farmaco pode
ser adsorvido ou covalentemente ligado a superficie dos nanotransportadores ou entdo pode ser
encapsulado nele. A ligacdo covalente tem vantagens sobre as outras formas de liga¢do, uma
vez que permite controlar o nUmero de moléculas de farmaco ligadas ao nanotransportador, o
gue permite um controlo preciso da quantidade de farmaco que esta a ser administrado. [¢°

Os agentes terapéuticos sao libertados quando o conjugado farmaco-nanotransportador
atinge o tecido alvo. A libertacdo controlada do farmaco pode ser obtida por meio de mudancas
no ambiente fisiol6gico, temperatura, pH, osmolalidade ou por meio de uma via enzimética. 6%

Os nanotransportadores usados para aplicagdes médicas devem ser biocompativeis e ndo
toxicos. Ao projetar-se o desenvolvimento de um sistema de libertacao controlada de farmacos
devem ter-se em conta uma série de caracteristicas importantes, como € o caso, da duracdo da
entrega do farmaco e da via de administrac&o, por exemplo. 65 As principais carateristicas a ter

em conta estéo representadas na figura 1.10.
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Propriedades Via de
do farmaco administragao

Figura 1.10: Propriedades a serem consideradas para o desenvolvimento de sistemas de libertacdo
controlada de farmacos. (adaptado de "Recent advances in nanoparticle-mediated drug delivery" [9),

1.10 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma area transversal a varios dominios cientificos, visto que requer
conhecimentos multidisciplinares, englobando conceitos da biologia, quimica, fisica, entre outras
areas. Assim, a nanotecnologia pode ser considerada uma tecnologia de convergéncia, devido
a dependéncia das vérias areas da ciéncia nela envolvida. ¥7 E hoje em dia, um campo em
rapida expanséo, abrangendo o desenvolvimento de materiais artificiais na faixa de tamanhos
de 5-200nm, embora existam outros intervalos de tamanhos também considerados. Esta
dimenséo excede largamente a das moléculas organicas padrdo, mas a sua gama mais baixa
aproxima-se de muitas proteinas e macromoléculas bioldgicas. [

A medicina recorre a nanotecnologia devido a necessidade de criar métodos eficazes de
entrega de principios ativos a umataxa especifica, num local especifico com toxicidade reduzida
ou, idealmente, nula. Este é um objetivo que envolve muitos desafios e que tem levado muitos
investigadores a debrucarem-se sobre o assunto. (6869

No inicio dos anos de 1970 era considerado impossivel administrar suspensdes
farmacéuticas por via intravenosa devido aos riscos de embolia. Hoje em dia, o desenvolvimento
de suspensbes de NPs que contém farmacos tornou possivel aumentar o indice terapéutico de
muitos componentes, através, por exemplo, da reducdo da toxicidade, direcionando-os
seletivamente para os tecidos e células doentes. [/

Estes veiculos surgem como uma estratégia para superar todas estas dificuldades,
reduzindo ainda os custos nos cuidados de saude, visto que podem oferecer um perfil
farmacocinético mais adequado. 'Y Estes veiculos surgem em 1950 com o aparecimento das
nanoemulsdes, apods estas surgiram os lipossomas (1965), as nanoparticulas poliméricas (1975),
as microemulsfes (1980), as nanoparticulas lipidicas soélidas (1992) e os transportadores
lipidicos nanoestruturados (1999-2000). (72
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Sao varios os principios ativos que tém vindo a ser incorporados neste tipo de sistemas
a nanoescala ao longo dos ultimos anos (tabela 1.2). Uma das caracteristicas mais importantes
inerente a estes sistemas é o facto de apresentarem um perfil de libertacédo retardado, o que
permite que as concentracdes de niveis plasmaticos sofra menos variagdes, uma reducéo da
frequéncia de administracdo e dos efeitos adversos, assim como, uma reducdo nos custos de

saude. [3]

Tabela 1.2: Farmacos comerciais em sistemas de nanoveiculos (adaptadado de “Nanopharmaceuticals
(part 1): products on the market” [72)),

Nome Principio ) i Pais e ano de
) ) Tipo de veiculo Usos .
comercial ativo aprovacéo
) R ) Leucemia linfoide
Marqibo ® Vincristina Lipossomas EUA, 2012
aguda
Megace ES o ]
® Megestrol Nanocristais Anorexia, EUA, 2005

_ ] Nanoformulac¢des )
Opaxiol ® Pacitaxel . Glioblastoma EUA, 2012
baseadas em polimeros

Cancro da
Nano o Nanoformulagdes
Aminosilano ] prostata e do EUA, 2013
Therm ® baseadas em metais .
pancreas
Nanoformulacdes
Diprivan ® Propofol baseadas em Agente sedativo EUA, 1989

tensioativos

Ha uma série de propriedades importantes para a entrega de farmacos usando as NPs
como veiculo, sdo elas: o tamanho da NP, as propriedades de superficie da NP, o potencial zeta,
a encapsulacdo e libertacdo do farmaco, entrega direcionada.

O tamanho e a distribuicdo de tamanho determinam a distribuicdo in vivo, o destino
biolégico, a toxicidade e a capacidade de direcionamento destes sistemas de entrega, sendo por
isso as caracteristicas mais importantes (Figura 1.11). Estes parametros podem também
influenciar a encapsulacéo e libertacdo do farmaco, assim como a estabilidade das NPs. "4
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Tamanho Carga

« Estimulagéo Th1/Th2 « Toxicidade para as células
« Propriedades dos adjuvantes imunes

« Internalizagédo/absorgéo « Proteinas plasmaticas de

fagocitaria
» Propriedades dos haptenos
« Libertagao da particula £

ligacédo
« Libertagdo da particula
« Estimulagado de células
imunes

Hidrofobicidade Targeting

* Interagdo com proteinas « Imunogenicidade
plasmaticas

« Internalizag&o/ absorgéo
fagocitaria

» Estimulagao de células imunes
« Libertagao da particula

Figura 1.11: As propriedades das NPs, como o tamanho e a carga, determinam o seu efeito no
organismo. (adaptado de "Biocompatibility of engineered nanoparticles for drug delivery" [®)). Onde
Th1/Th2 = células T auxiliaries tipo 1 e tipo 2 respetivamente.

Para aumentar a probabilidade de sucesso no direcionamento de farmacos é necessario
minimizar a opsonizagéo e prolongar a circulacéo das NPs. Isto pode ser conseguido alterando
as propriedades de superficie da NPs, revestindo-a por exemplo com polimeros. [’ Sabe-se que
a maioria das NPs sem modificacdes de superficie sdo absorvidas principalmente por células
fagociticas, que podem causar interacGes indesejaveis entre as NPs e o sistema imunolégico,
levando a uma diminuicdo na biodisponibilidade do principio ativo e aumentar a toxicidade no
hospedeiro. [

A caracterizacao das propriedades de carga superficial das NPs € levada a cabo através
a determinacéo do potencial zeta. Este reflete o potencial elétrico das particulas e € influenciado
pela composicdo da particula e do meio na qual ela se encontra dispersa. De uma forma geral,
nanoparticulas com valores de potencial zeta acima de +30 mV mostram-se estaveis em
suspensdo, uma vez que a carga superficial previne a agregacéo das particulas. ['4

Um sistema de nanodelivery de sucesso deve ter uma alta capacidade de carga de
farmaco, reduzindo assim a quantidade de materiais da matriz para a administragdo. A eficiéncia
de encapsulacgéo do farmaco depende da solubilidade deste no material da matriz. (4l

A libertacdo do farmaco depende da solubilidade do farmaco, dessor¢do do farmaco
ligado a superficie ou adsorvido, da difuséo do farmaco através da matriz da NP e da combinacgéo
de processos de erosao e difusdo. Posto isto, sdo a solubilidade, difusdo e biodegradacgéo da
matriz que governam o processo de libertagéo. [

A entrega de medicamentos através das NPs pode ocorrer passivamente ou ativamente.
A entrega ativa requer que o agente terapéutico se ligue a um tecido ou a um sitio especifico da
célula. Por outro lado, a entrega passiva é alcancada pela incorporacdo do agente terapéutico
numa macromolécula ou NP que atinge passivamente o 6rgéo alvo. [

O uso de nanoparticulas lipidicas comparativamente aos tradicionais transportadores
coloidais, tais como as emulsdes e os lipossomas, prende-se ao facto de estas serem
biodegradaveis, ndo toxicas e capazes de armazenar/ libertar o farmaco por periodos de tempo
mais longos. [6!
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1.10.1 Nanoparticulas lipidicas

As nanopatrticulas lipidicas (LNPs, do inglés lipid nanoparticles) representam uma classe
diversa de transportadores a base de lipidos que incluem: nanoparticulas lipidicas sélidas,
transportadores lipidicos nanoestruturados, conjugados lipido-farmaco e nanocépsulas lipidicas.
[77]

As vantagens da utilizacdo de LNPs para a entrega de farmacos séo o resultado de duas
propriedades principais basicas: tamanho reduzido e a utilizacdo de materiais biodegradaveis.
Devido ao seu reduzido tamanho, as LNPs podem extravasar através do endotélio em locais
inflamados, epitélio (por exemplo, no trato intestinal ou figado), tumores ou penetrar em
microcapilares. Também devido ao seu tamanho é possivel uma absorcdo eficiente por uma
variedade de tipos de células e acumulo seletivos dos farmacos usados nos locais alvo. [4]

No ambito do projeto desenvolvido as nanoparticulas de interesse sdo as nanoparticulas
lipidicas solidas e os transportadores lipidicos nanoestruturados, pelo que apenas essa parte

sera desenvolvida.
1.10.2 Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs, do inglés Solid Lipid Nanoparticles) séo
constituidas por lipidos sélidos a temperatura ambiente e corporal e estabilizadas por
surfactantes. ¢ Foram desenvolvidas como uma classe alternativa de portadores de farmacos
coloidais no inicio dos anos 90 ["8 e apresentam, tipicamente, tamanhos que variam entre 40 e
1000nm.

Por apresentarem um nucleo sélido, proporcionam um aumento do controlo da cinética
de libertagc&o dos farmacos encapsulados, visto que a mobilidade dos principios ativos € menor
0 que leva a uma retardacéo da reacdo de degradacéo. ['?

Como vantagens, destacam-se a capacidade de proporcionar uma libertacé@o controlada
dos farmacos encapsulados, excelente tolerabilidade do organismo, estabilidade fisica e a
protecdo das substancias ativas encapsuladas. ¥

Apesar das vantagens que apresentam, possuem também algumas desvantagens, tais
como a baixa capacidade de encapsulamento de substéncias ativas e dispersdo das mesmas
durante o periodo de armazenamento. E de salientar que estas desvantagens ocorrem sobretudo
quando se usa apenas um tipo de lipido sélido. [

A estrutura e morfologia das SLN s&o determinadas pela sua composicdo (lipido e
surfactantes) e as caracteristicas fisico-quimicas dependem do farmaco e do método de
producéo. De acordo com a distribuicdo do farmaco na matriz lipidica sélida, podem descrever-

se trés estruturas diferentes de SLN (Figura 1.12). (&9
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Invélucro enriquecido Invélucro

Solugéo sdlida B T, ligldica

Farmaco disperso Nucleo lipidico Ntcleo enriquecido
com farmaco

Figura 1.12: Modelos de incorporacado de farmacos: solugdo sélida, involucro enriquecido com farmaco e
nlcleo enriquecido com farmaco. (adaptado de “Sustained-release from nanocarriers: a review” 810,

O principal desafio das SLN é a expulséo do '%g.
farmaco no armazenamento devido a arranjos da rede - |
Incorporagao do
cristalina (transi¢cdes polimorficas) do lipido sélido (Figura farmaco
1.13). 8

Sabe-se que as moléculas lipidicas exibem
polimorfismo - apresentam diferentes estruturas
tridimensionais. Durante 0 armazenamento pode ocorrer
esse rearranjo resultando numa matriz mais estavel e com
menos imperfei¢cdes, o que faz com que ocorra expulsdo

do farmaco, contribuindo também para a instabilidade do

sistema. Para superar esta desvantagem surgem oS

o SLN NLC
transportadores lipidicos nanoestruturados (NLCs), Figura 1.13: Diferenca entre a estrutura
onde a matriz permanece sdlida, mas nao cristalina. © da matriz lipidica de SLNs e de NLCs

(adaptado de “Overcoming the Skin
e Permeation Barrier: Challenges and
1.10.3 Transportadores lipidicos Opportunities” [#4).

nanoestruturados

Os transportadores lipidos nanoestruturados (NLC, do inglés Nanostructured Lipid
Carriers) surgem como resultado da otimizacdo das SLN. Neste caso, a matriz é constituida por
uma fase lipidica sélida e liquida, sendo que a fase aquosa contém um tensioativo ou uma
mistura destes. "2 Como consequéncia destas alteracdes na matriz a estrutura da nanoparticula
€ menos ordenada, mas por outro lado sdo também estas alteracdes que fazem com que seja
possivel hospedar maiores quantidades de farmaco, que pode ser localizado ndo apenas entre
as cadeias de &cidos gordos e as camadas lipidicas mas também nas imperfei¢bes da matriz
lipidica. [

A imperfei¢cdo da matriz possibilita uma maior encapsulacdo de farmaco em comparagao
com as SLNs e evita a ocorréncia de transi¢cdes polimérficas na matriz, o que resulta numa maior

estabilidade durante o periodo de armazenamento (Figura 1.13). /8l
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A semelhanca do que acontece com as SLNs também estdo descritos trés tipos de NLCs.
O tipo | (estrutura desordenada) apresenta muitas imperfeicdes na matriz, criadas quando se
usam pequenas quantidades de lipido liquido, que séo capazes de armazenar o farmaco. No tipo
Il (estrutura amorfa) é criado quando a mistura de lipidos especiais evitam a ocorréncia de
cristalizacdo, a falta da estrutura cristalina pode prevenir ou reduzir significativamente o
vazamento do farmaco carregado. Por Ultimo, o tipo Ill (estrutura mditipla) € caracterizado por
pequenos nanocompartimentos de dleo dispersos na matriz lipidica sélida (Figura 1.14). (8181 A
obtencéo dos diferentes tipos de estruturas vai depender tanto da composicdo como do método
de producdo das NPs. 1]

1. Estrutura imperfeita 2. Estrutura amorfa 3. Estrutura mdltipla

Farmaco Farmaco
Cristais lipidicos L o = ..., Nanocompartimentos
derilastbmmas Lipido amorfo Lipido sélido dedleo

Figura 1.14: Diagrama esquematico ilustrativo das diferentes estruturas de NLCs (adaptado de "USO DE
NANOPARTICULAS LIPIDCAS COMO VEICULO DE FARMACOS"™),

1.10.4 Nanoparticulas no tratamento da artrite reumatoide

Um sistema de entrega capaz de entregar o farmaco diretamente a cavidade sinovial sera
mais eficaz do que aqueles que sdo administrados sistemicamente. €2

Pela capacidade fagocitica que apresentam os macréfagos sao alvos passivos para as
NPs. As NPs administradas sistemicamente tendem a acumular-se na articulacdo inflamada
devido ao aumento da permeabilidade dos capilares nos locais de inflamacéo. Pelo facto de os
macrofagos apresentarem um papel importante na AR, 0 uso das NPs com portadoras de
principios ativos para atacar os macrofagos nas articulagées doentes é uma abordagem muito
promissora para a reducédo dos efeitos colaterais sistémicos. [ As propriedades que medeiam
0 processo de direcionamento passivo incluem a estrutura de particulas, tamanho, forma e
caracteristicas de superficie. As nanoparticulas podem ser facilmente fagocitadas por
macréfagos mesmo sem modificagdes de superficie. No entanto, os nanoveiculos administrados
sistemicamente também podem ser eliminados rapidamente por macréfagos existentes no
sistema reticuloendotelial (RES, do inglés reticulo-endothelial system), diminuindo assim a
disponibilidade do farmaco que atinge as articulagcdes inflamadas. Modificagbes na superficie
das NPs para retardar a interacdo de RES de modo a direcionar ativamente o tratamento estéo

a ser constantemente exploradas. (8
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Assim, varios NSAIDs tém sido encapsulados em lipossomas para serem administrados
por via intravenosa e tém demonstrado potentes efeitos anti-inflamatérios, provados pela
reducdo dos niveis séricos de citocinas inflamatérias. 3 A utilizacdo de microesferas lipidicas
(LM, do inglés, Lipid Microspheres) com PEG (polietilenoglicol) na sua superficie aumenta o
tempo de circulacao e a biodisponibilidade, e quando administrados em patas de ratos artriticos,
leva a uma maior acumulacdo dos NSAIDs encapsulados nas articula¢des, adiando a captagéo
pelo sistema reticulo endotelial. 38

Lipossomas de PEG carregados com Prednisolona persistiram na circulagdo com uma
semi-vida de 50 h e uma Unica administracao sistémica desta nanoformulacédo levou a completa
remissédo da inflamag&o no prazo de 2 dias, com efeito por duas semanas. %8l

Outra abordagem usa NPs de folato para atingir os macréfagos ativados, visto que estes
expressam o recetor de folato B, o que faz com que apenas os macréfagos ativados sejam os
alvos das NPs. [

Vérios estudos com diferentes tipos de NPs que incorporam MTX apresentam resultados
promissores, verificando-se uma acumulagdo do farmaco nas articulagbes doentes. 1 Um
exemplo disso é a utilizacdo de nanoparticulas de sulfato de dextrano. Os estudos realizados
mostram que as nanoparticulas tém como alvo os tecidos afetados com AR induzida e que estas
foram internalizadas nas células inflamadas néo se verificando, por outro lado, a sua acumulacao
nos tecidos saudaveis. [

Na tabela 1.3 encontram-se listadas algumas das estratégias usadas na administracdo de
alguns farmacos no tratamento da AR.

Em relacdo aos CORMs sdo ainda poucos e recentes os estudos realizados onde se
procura encaspsula-los em NPs.

Nanoparticulas usando trilaurina como lipido
s6lido, e como surfactante uma mistura de Tween 20
e Span 20 em combinac¢do com Myrj S40, para formar
uma concha de superficie estabilizada, foram
desenvolvidas paraincorporar CORM-2 (Figura 1.15).

Estudos realizados mostraram que os efeitos anti-

inflamatérios do CORM-2 in vitro e in vivo eram
melhorados quando se usava CORM-2-NPs em () Trilaurina O CORM-2
comparacdo com a solugdo de CORM-2. Utilizando Tween 20 ?Span 20 QMyrj s40

as NPs conseguiu alcangar-se uma libertacdo e
N Figura 1.15: Representacao da estrutura
controlada do CORM-2. Estes dados sdo sustentados das NPs desenvolvidas incorporando
CORM-2 (adaptado de "Enchanced acute
anti-inflammatory effects of CORM-2-
verificou que o edema da pata de rato induzida por loaded nanoparticles via sustained carbon
monoxide delivery" [84),

com base num modelo de inflamag&o in vivo, onde se

carragenina, sofreu uma reducéo. 4
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Tabela 1.3: Lista de varios medicamentos e suas abordagens de entrega para o tratamento eficaz da AR
(adaptado de "Application of Liposomes in Treatment of Rheumatoid Arthritis: Quo Vadis" [£2)).

Farmaco Sistema de entrega Observacéo chave

Glucocorticoides

Prednisolona Lipossomas Segmentacéo de tecidos

Microesferas Libertacdo prolongada

Nanoparticulas Eficacia melhorada

DMARDs

Azatioprina Pellets de libertacdo sustentada
Leflunomida Microesferas

Menos efeitos colaterais
Acéo rapida
Microcapsulas Acéo sustentada

Metotrexato Vesiculas multilamelares Aumento da permeacédo

Lipossomas Segmentacdo de medicamentos, efeito

terapéutico prolongado

Microesferas Retencdo do farmaco em articulagbes e

menos circulagdo no sangue

Distribuicdo de farmaco baseada Semi-vida prolongada, libertacéo

em lipidos encapsulados prolongada do medicamento
Tacrolimo Lipossomas
NSAIDs

Entrega oral melhorada

Diclofenac Pellets de libertacdo sustentada Menos efeitos colaterais

Microcapsulas Libertacdo sustentada
Microesferas Efeito terapéutico longo

Nanoparticulas Libertacdo prolongada do farmaco
Supositérios Eficacia melhorada

Ibuprofeno Microemulsdes Aumento da permeabilidade cutanea,

aumento da biodisponibilidade oral

Microesferas Efeito terapéutico prolongado

Formulacgéo de libertacdo Efeito terapéutico prolongado e melhor

sustentada adeséo do paciente

Dendrimeros Entrega direcionada

Lipossomas Menos efeitos colaterais

Microesferas Segmentacao melhorada

Nanoemulsdes Biodisponibilidade melhorada através da

entrega transdérmica
Supositorios
Cetoprofeno Microesferas

Eficacia terapéutica melhorada
Efeito terapéutico prolongado
Microcépsulas Libertacao sustentada

Nanoemulsdes Permeabilidade aprimorada da pele
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2 MOTIVACAO
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Como referido anteriormente, os farmacos disponiveis atualmente no mercado para o
tratamento da AR apresentam uma ampla gama de efeitos colaterais, associados principalmente
a alta dosagem necesséria para se atingir o efeito terapéutico.

Tratando-se de uma doenca incapacitante torna-se necessario estudar novas formas de
controlar os sintomas e de prevenir 0 avancar da doenca. Nos Ultimos anos muitos tém sido os
avancos nas mais diversas areas da biotecnologia, da quimica e até da medicina.
Desenvolveram-se as LNPs, descobriu-se que o CO para além de efeitos indesejados possui
também efeitos benéficos, criaram-se as moléculas libertadoras de CO, etc.

Assim, a presente dissertacdo procura estudar uma forma mais eficaz de diminuir os
problemas associados a AR, bem como diminuir os efeitos colaterais associados aos farmacos
atuais.

Os principais objetivos do presente trabalho s&o:

e Desenvolver uma nova abordagem terapéutica para a artrite reumatoide, baseada no

desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas contendo CORMs;

e Possibilitar um direcionamento ativo das formulagGes desenvolvidas através da sintese

e incorporacdo de um conjugado seletivo para os recetores de CD44 superexpressos
em células inflamadas;

e Otimizar e caracterizar estruturalmente os nanosistemas desenvolvidos;

e Realizar estudos in vitro que permitam prever o comportamento de libertacdo dos

compostos em fluidos corporais;

e Determinar os efeitos biol6gicos dos nanosistemas em linhas celulares.

De forma a atingir os objetivos propostos, vao ser desenvolvidas LNPs onde serdo
encapsulados CORMSs para que se consiga uma libertacdo mais lenta e controlada do CO do
gue na administracdo direta dos CORMSs. Para conseguir que CORM-2-NPs seja dirigido as
articulacdes afetadas pela AR a superficie das NPs sera funcionalizada com DPPE-HA, visto que
as células da membrana sinovial possuem o recetor CD44 a superficie para o qual o &cido
hialurénico tem afinidade. Depois do esquema de trabalho se encontrar otimizado espera-se
estudar outras formas de funcionalizacdo para a superficies das NPs tendo em conta que o
recetor em estudo nao é especifico para a AR.

Na fase final do serdo realizados estudos em linhas celulares, nomeadamente na linha

celular THP1, para avaliar a toxicidade e efeitos anti-inflamatérios dos CORMs em estudo.
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3 PARTE EXPERIMENTAL E METODOS
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3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Na tabela seguinte (Tabela 3.1) apresentam-se todos os reagentes usados na execugéo

do trabalho experimental, assim como, o respetivo grau de pureza e marca.

Tabela 3.1: Designacgéo do grau de pureza e marca dos reagentes utilizados.

Nome Grau de Pureza Marca
Acido Oleico 90% ALDRICH
CORM-2 - ALDRICH
Gelucire - GATTEFOSSE
Tween 80 - SIGMA-ALDRICH
DMSO >99.9% SIGMA-ALDRICH
RPMI - gibco®
NHS >98% SIGMA-ALDRICH
EDC >98% SIGMA-ALDRICH
DPPE - Avanti® Polar Lipids, Inc.
HA - Genzyme-Sanofi Corp.
PBS - SIGMA
FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF POWDER - biorelevant.com
NaOH >99% AnalaR NORMAPUR
HCI - Fisher chemical
H2NaO4P.H20 >99% Fluka
NaCl >99.5% SIGMA-ALDRICH
Resazurina - SIGMA-ALDRICH

Os CORMSs usados ao longo do trabalho, com a exce¢do do CORM-2, foram fornecidos

pelo professor Carlos Roméao do Laboratério de Quimica Organometdlica do Instituto de

Tecnologia Quimica e Bioldgica Anténio Xavier (ITQB, Universidade Nova de Lisboa).

3.2 MATERIAIS

Todos os materiais usados na execucdo do trabalho experimental encontram-se

registados na tabela a seguir apresentada (Tabela 3.2), assim como, o respetivo modelo (se

aplicavel) e a marca.
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Tabela 3.2: Registo do modelo e marca dos materiais utilizados

Nome Modelo Marca
Membrana didlise T1 - Cellu Sep
Membrana dialise T2 OrDial D80 Orange Scientific

Slide-A-Lyzer® Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette Thermo SCIENTIFIC
(Extra Strength)
Float-A-Lyzer® G2 Float-A-Lyzer®G2 Dialysis Device Spectrum Laboratories, Inc
Amicon Amicon® Ultra - 4 MERK Millipore
Filtro 0.2um Minisart® sartorius

3.3 EQUIPAMENTOS

Todos os equipamentos usados na execucdo do trabalho experimental encontram-se

registados na tabela a seguir apresentada (Tabela 3.3), assim como, o respetivo modelo e a

marca.
Tabela 3.3: Registo do modelo e marca dos equipamentos utilizados
Nome Modelo Marca
Placa de agitacdo/aquecimento RT 15power IKA® - WERKE
Sonicador Vibra-cell ™ VCX 130 SONICS®
Balanca ABT-5DM KERN
DLS ZetaPALS Brookhaven
Espetrofotémetro V-600 Spectrophotometer JASCO
Leitor de placas Synergy HT BioTecK
Centrifuga Allegra® X-15R Centrifuge =~ BECKMAN COULTER
Centrifuga (cultura celular) Heraeus Multifuge X1R Thermo SCIENTIFIC
Céamara de fluxo laminar Bio Il Advance Telstar
FTIR-ATR FT-IR Spectrometer Frontier PerkinElmer
Liofilizador LyoQuest Telstar
Estufa (cultura celular) UniEquip Unitherm 3503-2-IR
Sistema 4gua ultra-pura aruim® pro sartotius
3.4 SINTESE

3.4.1 Sintese do conjugado DPPE-HA

Apesar de existirem no mercado farmacos altamente eficazes na reducdo da inflamacéo,

0 seu uso por longos periodos de tempo € dificultado por efeitos adversos graves, baixa
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biodisponibilidade dos principios ativos e um perfil de biodistribui¢éo fora do alvo, limitando assim
a sua eficiéncia terapéutica. Numa tentativa de ultrapassar esses inconvenientes e,
eventualmente aumentar a duragéo da terapia, as NPs desenvolvidas foram funcionalizadas com
um conjugado do acido hialurénico (HA), como uma estratégia de entrega direcionada dos
CORMs para a AR. A utilizacdo deste conjugado surge pela capacidade de o HA atingir

seletivamente as células sinoviais para promover a libertagéo controlada de CORM. [

Das células encontradas na membrana sinovial inflamada, os macréfagos e fibroblastos
sdo fundamentais na progressdo da inflamacgédo, excretando mediadores proé-inflamatorio e
desencadeando a destruicdo estrutural irreversivel da articulagdo. Além disso, o HA é
responsavel pelo crescimento celular e manutencgéo da integridade tecidual, sendo ja utilizado
em abordagem de nanoterapia na AR. % As estratégias de direcionamento com o conjugado do
HA dependem da sua ligacdo seletiva ao recetor CD44, sub-expresso em células ativadas

encontradas na membrana sinovial inflamada e envolvidas na resposta autoimune. ©

Assim, recorreu-se a sintese do conjugado DPPE-HA para funcionalizar a superficie das
NPs esperando aumentar a biodisponibilidade in situ dos CORMs, a0 mesmo tempo em que
espera diminuir os efeitos colaterais que possam estar associados a este tipo de compostos, ao

serem distribuidos seletivamente.

A sintese do conjugado foi levada a cabo reproduzindo o esquema reacional que se
encontra representada no anexo 7.1. O plano de sintese trata-se de uma adaptacdo dos
trabalhos de Gouveia V.M. [ e de Cosco D. [

Inicialmente efetua-se a ativacéo do acido hialurénico (HA). Para tal, dissolvendo-se 100
mg de HA em 50 mL de &gua, e sonicando-se num banho de gelo (15 min, pulso continuo,
amplitude de 70%). Apds os 15 minutos coloca-se a incubar a 37 °C durante 2 h com 500 mg de
hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’etilcarbodiimida (EDC) e 520 mg de N-
hidroxissuccinimida (NHS), a pH 4 (ajustado com solugdo 1M de HCI). Terminadas as 2 h,
adicionam-se 100 mg de 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosofoetanolamina (DPPE), e ajusta-se o
pH a 8,6 com tampao borato, coloca-se a incubar por 24 h a 37 °C.

No final da incubacéo, centrifuga-se (5500 rpm, 4 °C, 40 minutos) para separar 0 excesso
de reagentes do produto final, repetindo o
processo 3 vezes, lavando com PBS para

reduzir ao pH fisioldgico. Posteriormente,

o}
o . o}
0 composto obtido é ressuspendido em O\\P,oj\/ O
R
PBS e colocado numa membrana de o N,T/ © OH O. OH OH
iali } HO HO

dialise por 24 h (PBS, temperatura o 5 0%&/0
ambiente). O produto final (Figura 3.1) “ho oH nm HO oH NH
purificado € liofilizado. A caraterizagao é )\

n

efetuada com base nos dados obtidos por
Figura 3.1: Representacao da estrutura do conjugado
FTIR. DPPE-HA.
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3.4.2 Sintese das NPs lipidicas

+*+ 44 . corm

Para sintetizar as NPs lipidicas, utilizam- +*J,~NWV<V +¢
_— . . - Gelucre 1T § 9 & Acido oleico
se dois tipos de lipidos, o gelucire e o &cido (Matriz lipida .ﬁf)_” ¥ .—5—; (lipido liquido)
oleico, de modo a obter-se uma nanoparticula sélida) ' & v“‘er\J‘rT 80
++ e L L ad + n ween
como a que se encontra-se representada + 44t (surfactante)
esquematicamente na figura 3.2. DPPE-HA

Toda a sintese € realizada ao abrigo da luz,
para evitar a degradacéo dos CORMs usados. Figura 3.2: Esqggg‘f‘e[jﬁéeesggﬁgfvo das NPs que
Inicialmente colocam-se 200 mg de
gelucire, 50 mg de acido oleico e 4 mg de DPPE-HA num tubo de formulacdo que se coloca num
banho a 45 °C. Apds a mistura estar fundida adiciona-se o CORM, agitando manualmente até se
verificar a maxima dissolucdo possivel. Apos este processo, adicionam-se 4 mL de solucao 1%
de polisorbato 80 (Tween 80) e coloca-se o tubo de formulacdo num banho de agua e gelo. O
mais rapidamente quanto possivel, leva-se a mistura ao sonicador (3 minutos, pulso continuo,
amplitude de 70%), ap0s levar ao sonicador a formulacgéo obtida retira-se do gelo e transfere-se
para um recipiente devidamente rotulado e protegido da luz, a figura 3.3 representa todo o
processo de sintese.

~ g g

S
&
—_— 18
Acido oleico N
/ oW /]
+ e —
— ) [UR] 7
Gelucire = ‘ ’
+
DPPE-HA
Banho —452C
:4 V\
) & Solugdo 1% tween 80
E ;j« (=]
[ @

c—\m i |l =Y

Sonicador

Formulagao .
3 min

Banho agua/gelo

Figura 3.3: Esquema representativo da Sintese das NPs lipidicas.

3.5 METODOS

3.5.1 Disperséo dinamica da luz

A dispersao dindmica da luz (DLS, do inglés “Dynamic Light Scattering”) € uma técnica
bem estabelecida para medir o tamanho e a distribuicdo de tamanhos da particula. Baseia-se na
capacidade das particulas em suspensédo se difundirem em todas as dire¢bes e estarem em
movimento constante (movimento Browniano). Este movimento faz com que a luz que incide nas

particulas seja espalhada com diferentes intensidades. "1 O principio do método consiste em
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relacionar a velocidade de difuséo das particulas provocada pelo seu movimento Browniano com
o tamanho das mesmas. A intensidade de dispersdo da luz detetada esta diretamente
relacionada com a velocidade de difusdo das particulas e consequentemente com o tamanho
destas. Assim, particulas mais pequenas apresentam uma maior velocidade. [67]

Recorreu-se a esta técnica para acompanhar o processo de desenvolvimentos das NPs
lipidicas, sendo assim possivel, obter informacgédo sobre o seu tamanho e valor da polidispersao
(PDI, do inglés, polydispersity index). O indice de polidispersdo é um parametro calculado pela
andlise da funcado de autocorrelacdo da intensidade de dispersédo da luz. Aqui, assume-se um
Unico valor para o tamanho da particula e é aplicado um ajuste exponencial simples a funcao de
autocorrelacdo. Os valores obtidos sdo usados para descrever a largura a distribuicdo de
tamanhos das particulas. 7

As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas pelo seu didmetro médio e pela sua
distribuicdo de tamanhos. Para tal utilizou-se um analisador de tamanho de particulas
(Brookhaven Instruments Corporation; Software: Particle Sizing v.5 Brookhaven Instruments;
Holtsville, NY, EUA), operando com um angulo de espalhamento de 90°, a 25 °C, e indice de
refracdo das particulas ajustado para 1,33. As medicdes foram efetuadas em 4 ciclos de 2
minutos cada, obtendo-se assim o tamanho médio das formulacdes e o indice de polidispersao.

As formulac@es analisadas, antes de efetuar as medi¢c6es, foram diluidas (1:100).

3.5.2 Potencial Zeta

Grande parte das particulas dispersas num meio aquoso tende a adquirir uma carga
elétrica superficial, sobretudo, devido a mudancas na interface com o meio envolvente mas
também devido a dissociacéo de grupos funcionais na superficie da particula ou pela adsor¢céo
de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersao. [67:88]

A carga superficial modifica a distribuicdo de iBes envolventes, resultando assim num
aumento da concentracdo de iBes a volta da particula, conferindo-lhe assim uma camada elétrica
dupla. Nesta dupla camada, a parte interna é onde se encontram ides fortemente ligados a
superficie da particula enquanto a parte externa é variavel, onde fatores como a temperatura e
forcas eletrostéticas determinam a disposi¢ao dos ides. Nesta parte externa, o potencial tende a
decrescer com o afastamento da particula até atingir o valor zero. [67:88]

A parte interna da dupla camada elétrica e a particula movem-se como um sé, fazendo
com que a parte externa se arraste e provogque o rompimento entre os ides das duas partes. A
regido onde ocorre este rompimento chama-se superficie de corte. Assim, o potencial zeta
define-se como a diferencga de potencial elétrico entre a superficie de corte e um ponto no fluido
da suspenséo (Figura 3.4). [67:88]

Para calcular o potencial zeta pelo espalhamento de luz utiliza-se o método de disperséo
de luz eletroforética (ELS, do inglés Electrophoretic Light Scattering). Para tal, 2 elétrodos sédo

inseridos na formulacgao criando um potencial elétrico que atrai as particulas de carga oposta. O
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movimento criado por esta migracdo € analisado e a velocidade das articulas é medida pelo
desvio da luz, com este parametro é possivel calcular o potencial zeta das particulas. [%°0

A caraterizagdo das NPs em termos de potencial zeta foi realizada num analisador de
potencial zeta (ZetaPALS, Brookhaven Instruments Corporation, Software: PALS Zeta Potential
Analyzer v.5, Brookhaven Instruments; Holtsville, NY, EUA), a 25 °C. As medicbes foram
realizadas por 4 corridas de 10 ciclos cada. Do mesmo modo que para o tamanho médio e a

polidisperséo, as formula¢des foram diluidas (1:100) antes de se efetuar as medicdes.

Superficie da particula
Superficie de Stern
Superficie de corte

I
b =) Yo | i i
® '@ o )
o, o° Il
9 N
: & &b (N
®.° o (T~
t Camada difusa 5 1/k Distancia

Camada de Stern

Figura 3.4: Representacdo esquematica do potencial zeta (adaptado de Brookhaven Instruments
Corporation).

3.5.3 Microscopia eletronica de transmissao

Devido seu pequeno tamanho, surgem dificuldades experimentais nos estudos das
nanoestruturas, o que limita o uso das técnicas tradicionais para medir as suas propriedades
fisicas. A técnica de microscopia eletrénica de transmisséo (TEM, do inglés transmission electron
microscopy) pode fornecer informacgdes de imagem, difracdo e espectroscopia, de maneira
simultanea, da amostra com resolucdo espacial nanométrica. &7

Durante a caracterizacdo por TEM, a dispersdo de nanoparticulas é depositada em
grelhas ou filmes de suporte. Apés a dispersao, eles sdo fixados com um material de coloracéo
negativa para as imagens ficarem com um maior contraste (7]

As carateristicas da superficie da amostra sao obtidas fazendo incidir um feixe de
eletrdes sobre a amostra, que interagem com a mostra & medida que ela passa. 7

A obtencao das imagens referentes aos placebos foi alcangada apés diluicdo da amostra
num fator 1:10 em agua ultrapura e as imagens referentes ao CORM-2 foram obtidas sem
necessidade de diluicdo. As amostras foram preparadas colocando-se 10 pL da suspensdo numa
grelha de malha de cobre por 2 minutos, apos esse tempo o0 excesso foi retirado. A amostra foi
entdo corada com 10 pL de 0,75% de acetato de uranilo por 30 segundos para melhorar o

contrate da imagem. O excesso de solugdo foi entéo removido e as amostras foram observadas
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num Microscépio Eletrénico de Transmissdao JEM-1400 (TEM Jeol JEM-1400; JEOL Ltd, Téquio,
Japdo) com uma voltagem de aceleracdo de 80 kV.

3.5.4 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do CORM foi determinada por um método indireto,
calculando a diferenca entre a quantidade total de CORM usado para produzir as formulagfes e
a quantidade de CORM livre que permanece em solucao.

As formulacbes foram diluidas com agua ultra-pura (2:15) e centrifugadas em tubos
Amicom® Ultra (50,000 MWCO, MERK Milipore) (15 minutos, 3500 rpm, temperatura ambiente).
O CORM livre presente no sobrenadante foi quantificado por espectroscopia de UV-Vis usando
um espectrofotometro V-660 (Jasco Corporation, Software: Spectra Manager v.2, Jasco
Corporation; Easton, MD, EUA), utilizando-se uma faixa de comprimentos de onda entre os 600-
200nm. De forma a que as solucBes estivessem nas mesmas condi¢des que os padrbes da reta
de calibracdo, antes da leitura foi adicionado DMSO para que no final a sua percentagem fosse
de 5%.

A formula para o calculo da eficiéncia de encapsulacéo encontra-se representada na figura
3.5.

CORMypypq — CORMy,,,,.,

EE(%) = * 100
( j CGRMT&MI

Figura 3.5: Férmula utilizada para o cdlculo da eficiéncia de encapsulagado.

3.5.5 Capacidade de loading

A capacidade de loading (LC, do inglés loading capacity) é calculada tendo por base a
eficiéncia de encapsulacdo do CORM, segundo a formula que se encontra representada na

figura 3.6.

EE X CORMy,,q

LC =
massa de lipidos + surfactante total

Figura 3.6: Formula utilizada para o calculo da capacidade /loading.

3.5.6 Estabilidade

A estabilidade das NPs foi determinada pela andlise estatistica realizada com o apoio do
software GraphPad (v. 7.0, La Jolla, EUA). Os dados foram analisados usando a analise de

variancia (ANOVA). Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.5.7 FTIR

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica qualitativa ou semi-quantitativa que
permite ter informacdo sobre as vibrac6es moleculares. Os grupos funcionais podem ser
associados com bandas de absorcdo na zona do infravermelho -caracteristicas que
correspondem as vibragdes fundamentais dos grupos funcionais. 2

A frequéncia de vibracdo depende da forca de ligacdo com frequéncias mais altas para
ligac@es triplas ou duplas em comparacao com ligacdes simples. Depende também da massa
dos atomos envolvidos na vibragdo. 2

Esta técnica foi utilizada para verificar a formagédo do conjugado direcionado ao recetor de
CD44, DPPE-HA, usando-se para tal um aparelno da marca PerkinElmer (Frontier™;
PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA) a operar numa gama de comprimentos de onda de 4000-

600 cm?, resolugdo de 4 cm?, intervalo de dados de 2 cm™ e acumulagdes de 32.

3.5.8 Ensaios de libertacao in vitro

Os estudos de libertacdo in vitro tém como objetivo tracar um perfil de libertacdo dos
compostos usados antes de se iniciarem estudos deste género in vivo, ajudando também a
entender se a utilizacdo das NPs esta ou nado a ter o efeito pretendido - retardar a libertacdo do
composto e fazer com que essa libertacdo seja tdo controlada quanto possivel. Para tal, faz-se
uma comparacado entre a solucdo de composto livre e o composto nas NPs. As duas solucbes
sdo colocadas numa membrana de dialise, que se deixa a hidratar de um dia para o outro. Estas
membranas sdo depois colocadas em contacto com um meio (que é escolhido de acordo com o
meio fisiolégico que se pretende estudar — PBS, para simular o pH fisiolégico, FaSSGF, para
simular o meio géastrico em jejum, FaSSIF e FeSSIF, para simular o0 meio intestinal em jejum e
alimentado respetivamente).

Durante a primeira hora, foram recolhidas aliquotas de 15 em 15 minutos, apds esse
tempo recolheram-se aliquotas de hora em hora. A cada aliquota recolhida rep6s-se 0 mesmo
volume com o meio que se esta a usar. Devido & possivel degradacdo dos compostos pela luz,
o0 ensaio foi realizado ao abrigo da luz.

De modo a tracar o perfil de libertacdo, as aliquotas recolhidas séo analisadas por
espectroscopia de UV-Vis usando um espectrofotometro V-660 (Jasco Corporation, Software:
Spectra Manager v.2, Jasco Corporation; Easton, MD, EUA) utilizando-se uma faixa de
comprimentos de onda entre os 600-200nm, determinando-se posteriormente a taxa de

libertacéo.
3.5.9 Ensaios com linha celulares

Na realizacdo destes ensaios utilizou-se a linha celular THP1. E uma linha celular

monocitica de leucemia humana, que tem sido utlizada para estudar as funcdes dos
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mondcitos/macréfagos, vias de sinalizagéo e transporte de nutrientes e farmacos. Esta linha foi
isolada do sangue periférico de um paciente do sexo masculino de 1 ano de idade com leucemia
monocitica aguda. °¥ Os objetivos dos ensaios com a linha celular THP1 s&o, primeiramente,
avaliar a toxicidade das formulacbes desenvolvidas, através de ensaios de resazurina

(AlamarBlue®). E, posteriormente, fazer estudos de atividade anti-inflamatéria das formulagdes.

3.5.9.1Ensaio de viabilidade celular

O ensaio AlamarBlue monitoriza 0 ambiente redutor da célula viva. O seu principio ativo
€ a resazurina, que é sollvel em agua, estavel em meio de cultura, ndo toxico e permeavel
através das membranas celulares. [ A resazurina é um indicador redox permeavel as células
gue pode ser usado para monitorizar o nimero de células viaveis com protocolos semelhantes
aos gue utilizam o substrato MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio). (4991
A resazurina, € um corante azul ndo fluorescente que é reduzido a resofurina altamente
fluorescente e cor-de-rosa (figura 3.7). Este corante atua como um aceitador de eletrdes
intermediario na cadeia de transporte de eletrGes sem interferéncia na transferéncia normal dos
mesmos. 31 A mudanca de estado oxidado para reduzido permite flexibilidade de detegdo onde
as medidas podem ser quantitativas, como leituras calorimétricas e/ou fluorométricas (sendo
estas ultimas mais sensiveis) ou qualitativas como a mudanca visivel na cor indicando presenca
ou auséncia de células viaveis. 1 A quantidade de resofurina produzida é proporcional ao

ndmero de células viaveis. 4
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Figura 3.7: Estrutura quimica da resazurina e do seu produto reduzido resofurina (adaptado de "Cell
Viability Assays" %),

Para a realizacdo deste ensaio, primeiramente procedeu-se a cultura da linha celular THP1
em RPMI, suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% de uma mistura de antibiéticos
penicilina/ streptominicina, até se obter uma concentragéo de células suficiente para utilizar 1x10°
células/pogo, concentracdo essa que € determinada recorrendo a contagem das células na
camara de cdmara de Neubauer. Para realizar o ensaio procedeu-se a distribuicdo da suspenséo
de células em placas de 96 pocos. Colocaram-se diferentes concentracBes de formulacbes
placebo (uma recente e outra mais antiga) em contacto com a linha celular por um periodo de

24h. Terminado este tempo, colocou-se diretamente no pogo 20 uL de resazurina a 1 mg/mL
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(concentragéo final igual a 0.17 mg/mL) em contacto com as células por 6h. Apos este processo,
procedeu-se a detecdo da fluorescéncia a um comprimento de excitacdo de 485 nm e a um

comprimento de emisséo de 590 nm, utilizando uma placa de fluorescéncia.

3.5.10 Estudos de permeacao

A pele humana é uma barreira natural a agentes externos. Medicamentos administrados
através de preparacfes semi-soélidas (cremes, pomadas e géis) devem penetrar nas camadas
da pele para exercerem o seu efeito benéfico. Hoje em dia existem técnicas in vitro que permitem
testar a taxa de libertagcdo de produtos topicos onde a cinética de permeacao da pele é simulada.
Esta técnica inclui um dador, uma membrana e um meio recetor que é analisado par determinar
a concentragdo do farmaco ao longo do ensaio. [°®

A célula de difusdo de Franz é a técnica mais popular para a realizacdo de estudos de
libertacdo in vitro (Figura 3.8). Nestes estudos, a formulagdo a ser estudada é colocada no
compartimento recetor, que € mantido a 32 °C (temperatura usual da pele). A membrana é
colocada sobre a abertura de célula de Franz. A formulacdo é aplicada sobre a membrana, no
compartimento dador. As células sdo agitadas com uma barra magnética e amostras sao
recolhidas em intervalos de tempo regulares, tipicamente ao longo de 6-8 h. A selecdo do meio
recetor depende da solubilidade do farmaco. Deve evitar-se a formacgéo de bolhas de ar entre a

interface da membrana com o meio recetor. [

Formulagao ot
-
Compartimento dador ==

Membrana s=—p Brago de amostragem

®

Compartimento recetor

G Barra magneética

Figura 3.8: Diagrama tipico de uma célula de difusdo de Franz. Onde se verifica que a célula e constituida por um
compartimento dador e um compartimento recetor e a posicdo da membrana (adaptado de “A REVIEW ARTICLE: IN
VITRO RELEASE TECHNIQUES FOR TOPICAL FORMULATIONS" 196]),

Nos estudos realizados, seguiu-se a montagem ilustrada pela figura 4.5, efetuaram-se
estudos com CORM-2-NPs e com uma solugéo livre de CORM-2. No compartimento dador
colocaram-se 500 pL de solugéo dadora, como solugéo recetora utilizou-se PBS a pH 7,4 com
2% de DMSO (4,7 mL) para garantir a solubilidade do CORM-2, como membrana utilizou-se pele
da orelha de porco devido as semelhangas com a pele humana. Pelos motivos referidos
anteriormente, escolheu-se a temperatura de 32 °C, utilizando um banho de agua para controlar

este parametro. Recolheram-se amostras (1 mL) nos primeiros 30 minutos seguidas de amostras
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de hora a hora, por 6 h. A taxa de permeacéo foi determinada recorrendo a espectroscopia de
UV-Vis usando um espectrofotémetro V-660 (Jasco Corporation, Software: Spectra Manager V.2,
Jasco Corporation; Easton, MD, EUA), utilizando-se uma faixa de comprimentos de onda entre
0s 600-200 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nesta seccdo serdo apresentados e discutidos todos os resultados obtidos ao longo do
projeto desenvolvido. Referir apenas que ndo foram efetuados todos os estudos com os CORMs
fornecidos pelo Laboratério de Quimica Organometalica (ALFO73, ALF153, ALF157), uma vez
que, por ndo serem comerciais as quantidades disponiveis ndo serem suficientes para a
realizacdo de todos os estudos. Assim, resolveu-se avancar com os estudos e otimizagcées com

0 CORM-2, visto tratar-se de um CORM comercial.

4.1 CARACTERIZACAO DO CONJUGADO DPPE-HA

A caracterizacdo do conjugado sintetizado efetuou-se recorrendo a técnica de FTIR
(Figura 4.1). Os espectros obtidos mostram que o DPPE e o DPPE-HA sdo muito semelhantes,
como esperado. Uma andlise detalhada permite verificar a presenca de bandas a 1150 cm™, a
1608 cm™ e a 3366 cm, correspondentes, respetivamente as ligacdes C-N, C=0 (amida) e N-

H, sugerindo que ocorreu a ligacéo entre os dois compostos e se obteve o conjugado.
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Figura 4.1: Representacgédo gréfica dos espectros de FTIR dos principais reagentes utilizados na sintese
do conjugado DPPE-HA (DPPE e HA) bem como do produto final (A = DPPE, B = HA e C = DPPE-HA).

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.2.1 Dispersao dinamica da luz e potencial zeta

A caracterizacdo das NPs em termos de tamanho, polidispersdo e potencial zeta é
alcancada através de uma diluicdo da formulacédo obtida, 1:100, em &gua. A diluicdo obtida é
entdo analisada recorrendo ao DLS. Como se pode verificar na tabela 4.1, as NPs tém todas
cerca de 200nm. Tal como esperado, ndo se verificou uma grande variagdo para o tamanho ou
ZP de COMR-2-NPS com e sem DPPE-HA, sugerindo que o DPPE-HA né&o traz alteracdes
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significativas a morfologia das NPs. Perante este resultado, e uma vez que tinhamos uma
limitacdo na quantidade de CORMs disponiveis, decidimos fazer a caracterizacao das CORM-
NPs na presenca de DPPE-HA. Os resultados obtidos para o ALF013-NPs + DPPE-HA sé&o
superiores a todas as outras amostras. Nado encontramos nenhuma justificacéo, o que sugere

gue estas formulac6es devem ser repetidas e caracterizadas novamente.

Tabela 4.1: Dados obtidos na caracterizagcdo das nanoparticulas lipidicas obtidas, através da técnica de

DLS.

Tamanho (nm) PDI ZP (mV)
NPs 211+2 0,224+0,012 -21+2
NPs + DPPE-HA 204+3 0,192+0,024  -40+2
CORM-2-NPs 190+2 0,189+0,010 -26+2
CORM-2-NPs + DPPE-HA 19143 0,185+0,011 -31+2
ALFO073-NPs + DPPE-HA 237+5 0,166+0,009 -33+1
ALF153-NPs + DPPE-HA 15343 0,200+0,009 -42+1
ALF157-NPs + DPPE-HA 198+4 0,178+0,011 -30+1
Literatura (CORM-2) [84] 11642 0,226+0,019  -22+2

PDI = indice de polidispersédo; ZP = potencial zeta

Embora ndo exista muitos estudos sobre a encapsulacdo de CORMs reportados na
literatura, quando se comparam os valores obtidos com os valores referenciados no trabalho de
Qureshi O.S. B4 verifica-se que as NPs desenvolvidas apresentam uma melhoria nos valores de
polidisperséo e de potencial zeta. Contudo, tem de se ter em conta que os valores da literatura
reportam para NPs do tipo SLN enquanto as NPs desenvolvidas séo do tipo NLC, o que ter4
influéncia nos valores obtidos. Pela falta de estudos com CORMs ndo é possivel uma

comparacao entre NPs do mesmo tipo.

4.2.2 Taxa de encapsulacao

Para determinar a taxa de encapsulacdo dos compostos usados recorreu-se a um
método indireto. Para tal apds as formulagées estarem preparadas, fez-se uma diluigéo de 2:15
em agua e, em seguida, colocou-se a solu¢édo obtida num tubo amicon e levou-se a centrifuga
(3500 rpm, 15 minutos, temperatura ambiente) de modo a separar a fragdo com nanoparticulas
da frag&o aquosa da formulago. A fragéo contendo as NPs fica retida no filtro de tubo amicon,
procedendo-se depois a sua recuperacgdo através da inversdo do filtro (3500 rpm, 10 minutos,
temperatura ambiente). Uma vez que o composto usado é insoluvel em agua, ha a necessidade
de adicionar DMSO (5%) para solubilizar a parte que fica nesta fracéo, determinando-se por fim
a taxa de encapsulacao recorrendo a técnica de UV-Vis (600-200 nm). Os resultados obtidos,

tabela 4.2, mostram que a taxa de encapsula¢do dos CORMSs testados esta entre os 94% para
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0 ALF073 e entre os 98-99% para os restantes CORMs, sugerindo assim que estes séo retidos
guase na totalidade.

Apesar de a LC calculada aparente ter um valor baixo, este encontra-se dentro dos
valores descritos na literatura para LNPs do mesmo tipo, como se pode verificar pelos trabalhos

de Lopes-de-Araljo J., ®" e de Vieira C.C.A. *® onde a LC n&o ultrapassa os 10%.

Tabela 4.2: Dados por medicéo indireta de UV-vis para a taxa de encapsulagédo das formulacdes de NPs

lipidicas obtidas

EE (%) LC (%)

NPs - -

NPs + DPPE-HA - -
CORM-2-NPs 99+1 5+2
CORM-2-NPs + DPPE-HA 98+2 9+1
ALFO073-NPs + DPPE-HA 94+1 7+1
ALF153-NPs + DPPE-HA 98+1 7+1
ALF157-NPs + DPPE-HA 98+1 8+1

Literatura (CORM-2) [84 88+4 -

EE = eficiéncia de encapsulagéo; LC = capacidade de loading

Os valores para a eficiéncia de encapsulacdo obtidos para as NPs desenvolvidas foram
comparados com o valor obtido nos estudos de Qureshi O.S. 84 Pela comparacio entre os
valores verifica-se que as NPs desenvolvidas para os diversos CORMs apresentam uma
eficiéncia de encapsulacéo superior ao valor reportado na literatura. Contudo, & semelhanca do
gue acontece nos parametros tamanho, PDI e ZP tem de se ter em conta que os valores da
literatura reportam para NPs do tipo SLN enquanto as NPs desenvolvidas séo do tipo NLC. Pelo
polimorfismo que as SLN apresentam, e que ndo esta presente nas NLC seria espectavel que
os valores obtidos para as NPs desenvolvidas fossem superiores aos valores utilizados como
referéncia, o que se verifica. Pela falta de estudos com CORMSs néo é possivel uma comparagéo

entre NPs do mesmo tipo.

4.2.3 Estabilidade

A estabilidade das NPs foi avaliada por um periodo de 6 semanas. No decorrer desse
periodo de tempo, avaliou-se a estabilidade do tamanho, da polidispersédo, do potencial zeta e
dataxa de encapsulagéo das formulagdes (Figura 4.2). As medic¢des efetuadas foram conduzidas

de acordo com os procedimentos descritos anteriormente de acordo com 0 parametro que se
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pretendia medir. Verificou-se a estabilidade de formulagbes placebo (NPs e NPs+DPPE-HA) e

formulacdes de CORM-2 com e sem a funcionaliza¢éo da superficie das NPs com DPPE-HA.
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Figura 4.2: Representagfes graficas referentes aos resultados obtidos para os estudos de estabilidade,
para: A —tamanho; B — indice de polidispersédo, PDI; C — potencial zeta, ZP; D — percentagem de
encapsulagao (* p<0.05).
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Pela avaliacdo dos resultados obtidos para o parametro tamanho conclui-se que todas
as formulacdes em tudo sao estaveis até as 6 semanas com a excec¢édo da formulacdo de CORM-
2 onde a superficie da NP nao foi funcionalizada com o conjugado DPPE-HA. Neste caso,
verifica-se um decréscimo no tamanho da nanoparticula a partir da quarta semana. Para os
parametros PDI e ZP todas as formulagdes mantiveram os valores com diferencas nédo
consideradas estatisticamente significativas até as 6 semanas. No que respeita a taxa de
encapsulagao verifica-se que CORM-2-NPs com a funcionalizagéo do conjugado DPPE-HA se
mantem estavel por 5 semanas enquanto CORM-2 sem funcionalizacdo é estavel até as 6
semanas.

Os resultados obtidos podem ter a ver com a saida do CORM-2 da NPs e/ou com a

interacé@o que se estabelece entre 0 DPPE-HA e as nanoparticulas.

4.2.4 TEM

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao (Figura 4.3) mostram que
as NPs desenvolvidas apresentam uma morfologia esférica, verificando-se ainda assim uma
disperséo dos seus tamanhos. Comparando as formula¢des placebo (A e B) com as formulagfes
gue continham CORM-2 (C e D) verifica-se que as primeiras surgem preferencialmente
aglomeradas enquanto as formulagbes com CORM-2 surgem mais dispersas no meio.
Possivelmente, isto deve-se a efeitos estéricos. O CORM-2 pode intercalar-se entre as moléculas
de surfactante estabilizando a nanoparticula de tal forma que ndo possibilita a formacao de

agregados.

Figura 4.3: Imagens obtidas por TEM, onde A e B representam formulagdes placebo, e C e D representam
formulagdes com CORM-2, em ambos os casos as NPs possuiam a superficie funcionalizada com DPPE-HA.
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As imagens representadas referem-se a formulacdes desenvolvidas em dias diferentes,
sendo que as imagens mais recentes a data da recolha das imagens sdao a B e a D, as
formulacdes referentes as imagens A e C referem-se a formulagdes mais antigas, tal deve-se ao
facto de avaliar a constante tempo na morfologia das NPs. Assim, verifica-se que a formulacéo
mais recente de CORM-2 apresenta maior uniformidade de tamanhos. Nas formulacfes placebo

a constante tempo néo causa diferencas significativas na morfologia das NPs.

4.3 ESTUDOS DE LIBERTAGAO IN VITRO

Os estudos de libertagdo in vitro foram levados a cabo testando diferentes condi¢fes:
agitacdo, luminosidade e membranas de didlise. As retas de calibracdo para os respetivos
estudos encontram-se nos anexos 7.2 a 7.5.

Inicialmente, foram realizados estudos de libertacdo com as NPs carregadas com o
CORM-2 (CORM-2-NPs) sem a funcionalizacdo da superficie com o conjugado DPPE-HA. Os
resultados obtidos n&o foram muito promissores ja que a taxa de libertacdo do CORM-2 nas NPs
guando comparada com a taxa de libertacdo do CORM-2 livre ndo era muito diferente, sendo,
em certas alturas, superior (Figura 4.4). Nao se verificaram alteracBes significativas com a
utilizacdo de membranas diferentes, sendo que foram testados 4 tipos: membrana dialise T1,
membrana dialise T2, Slide-A-Lyzer® e Float-A-Lyzer®G2. Como as diferencas ndo eram
notérias, comecou a utilizar-se a membrana didlise T1 nos ensaios posteriores, pelo que os
resultados obtidos utilizando-se membranas Slide-A-Lyzer® e Float-A-Lyzer®G2 ndo seréo

apresentados.

Libertacdo CORM-2 -pH 7.4

0,00 3,00 6,00 9,00 12,00 15,00 18,00 21,00 24,00
Tempo (h)
—8—CORM-2 livre = —@— CORM-2-NPs

Figura 4.4: Representacéo gréafica dos estudos de libertagdo in vitro do CORM-2, a pH 7.4, usando uma
membrana T1, verificando-se se a taxa de libertagdo do CORM-2 nas NPs é superior & taxa de libertagéo
do CORM-2 livre.

De modo a otimizar o processo de libertacao testou-se a taxa de libertagcao sob irradiagao

de luz (Figura 4.5), de modo a concluir qual a influéncia da presenca/ auséncia de luz nas
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solugcbes usadas, uma vez que, é conhecido que com irradiacédo de luz o CO tem a capacidade
de se libertar do CORM-2. 481 Nesta situag&o, optou-se por testar apenas a solugdo de CORM-2
livre nas membranas de dialise T1 e T2.

Os resultados mostram que os valores obtidos anteriormente, ndo advém da membrana
em uso, uma vez que, quer para a membrana T1 como para a membrana T2 néo se verificam

mudancas significativas na taxa de libertacéo.
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Figura 4.5: Representacao grafica dos estudos de libertacao, in vitro, do CORM-2 com irradiacao de luz,
utilizando as membranas de dialise T1 e T2

Apés estas tentativas, funcionalizou-se a superficie das NPs com o conjugado DPPE-HA
e realizou-se novamente um estudo de libertacdo, utilizando uma membrana de dialise T1 (Figura
4.6). Aqui, verificou-se que a taxa de libertacdo do CORM-2 nas NPs era bastante inferior a taxa
de libertacdo em solucéo livre, que era o resultado pretendido, visto que, uma libertacdo mais

retardada e controlada trara beneficios no desenvolvimento deste tipo de particulas como

agentes anti-inflamatérios.
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Figura 4.6: Representacédo gréafica dos estudos de libertagdo in vitro do CORM-2, utilizando NPs com a
superficie funcionalizada (com DPPE-HA) e membranas de didlise T1, a pH 7.4.
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A escolha da funcionalizagdo com DPPE-HA incide no facto de a membrana sinovial
possuir recetores CD44, sendo assim uma forma de direcionamento das NPs com HA a
superficie para o tecido alvo quando se realizarem estudos mais especificos. Acresce ainda o
facto de a sintese do conjugado ja ser conhecida pelo grupo, ndo sendo assim necessarias
otimizag¢des no processo de sintese.

Além de tornar as NPs direcionadas para o recetor CD44, o DPPE-HA forma uma barreira
hidrofilica na superficie da NPs. Isto, fara com que o CORM-2 tenha mais dificuldade em
atravessar a superficie da nanoparticula. Pelo facto de o DPPE-HA ocupar a superficie da
nanoaparticula o CORM-2 é forcado a ficar no seu interior ndo havendo oportunidade de que
algum dele fique na superficie, o que facilitaria a sua libertacdo. A jun¢éo destes dois facto, leva
a que a taxa de libertacdo do CORM-2- in vitro se torne mais lenta e controlada. Assim, a
utilizacdo do conjugado torna-se curcial no processo de sintese das NPs para alcancar o efeito
pretendido.

Uma vez alcancada a libertacdo controlada do CORM-2 nas NPs torna-se necessario
verificar a libertacdo noutros meios, simulando os varios fluidos itestinais e gastricos que o
candidato a farmaco terd que atravessar se ingerido. Para preparar os diferentes meios usou-se
FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF POWDER para preparar as diferentes solucoes.

Todas as solu¢des que simulam os fluidos intestinais e gastricos devem ser preparadas
no dia anterior a utilizacdo, utilizados num periodo de 48 h e armazenados a temperatura
ambiente, todos eles contém na sua composicao sais biliares e lecitina.

O FaSSGF representa o meio gastrico num estado de jejum, correspondendo a um pH de
1.6. Os resultados obtidos para os estudos realizados com este meio encontram-se

representados na figura 4.7.
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Figura 4.7: Representacgéo gréafica dos estudos de libertag&o in vitro do CORM-2, utilizando como meio
FaSSGF para simular o meio gastrico num estado de jejum (pH 1.6), em CORM-2-NPs a superficie das
NPs encontra-se funcionalizada com DPPE-HA.
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A semelhanca dos resultados anteriores, a libertagdo do CORM-2 nas NPs continua a ser
mais lenta e controlada que a libertagdo numa solucéo do composto livre. Neste meio, e tendo
em conta o tempo normal da digestdo, considerou-se um tempo maximo de estudo de 4 h.

O FaSSIF simula o meio intestinal num estado de jejum, correspondendo a um pH de 6.5.
Os resultados obtidos para os estudos de libertagdo com este meio encontram-se representados

na figura 4.8.
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Figura 4.8: Representacgéo gréafica dos estudos de libertagéo in vitro do CORM-2 utilizando como meio
FaSSIF para simular o meio intestinal num estado de jejum (pH 6.5), em CORM-2-NPs a superficie das
NPs encontra-se funcionalizada com DPPE-HA.

Os resultados obtidos mostram que a libertagdo do CORM-2 nas NPs continua a ser
controlada, verificando-se que as NPs séo resistentes a uma mudancga no valor de pH de 7.4
para 6.5. Estes dados sé&o indicativos de que as NPs chegam intactas ao intestino.

Para simular o meio intestinal alimentado usou-se FeSSIF, correspondendo a um pH 5.0.

Os resultados obtidos encontram-se representados na figura 4.9.
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Figura 4.9: Representacgéo grafica dos estudos de libertagcdo in vitro do CORM-2 utilizando como meio
FeSSIF para simular o meio intestinal num estado de alimentado (pH 5.0), em CORM-2-NPs a superficie
das NPs encontra-se funcionalizada com DPPE-HA.

Este estudo mostra que o CORM-2 nas NPs é libertado lentamente quando comparado
com a solucdo de CORM-2 livre. Contudo, a pH 5.0 verifica-se um aumento da taxa de libertacéo
na fase final do estudo, o que podera indicar que ao fim de um determinado tempo as particulas
comecam a degradar-se promovendo assim uma liberacdo mais rapida do CORM-2.

Pela andlise dos resultados obtidos para os estudos com CORM-2-NPs, conclui-se que a
libertacdo do CORM-2 é mais lenta e controlada com a utilizacdo das NPs do que na solucao de
composto livre. Verifica-se também que as mudancas de pH néo alteram de forma significativa a
libertacdo do CORM-2 pelo que se pode concluir que as NPs desenvolvidas séo resistentes ao
pH.

Os resultados seguintes dizem respeito aos estudos de libertagdo in vitro dos restantes
CORMSs (ALF073, ALF153 e ALF157), onde apenas o pH fisioldgico foi estudado, pelos motivos
ja referidos. Tendo em conta que todo o0 processo ja se encontrava otimizado para as NPs com
a superficie funcionalizada, os estudos de libertacdo destes compostos foram levados a cabo
com a utilizacdo do DPPE-HA na sintese das NPs.

Na figura 4.10 encontram-se representados os resultados obtidos para os estudos de
libertagcdo do ALFO73. Aqui verifica-se que a libertacdo em ALFO73-NPs € mais controlada que
a libertag&o na solucdo de composto livre, a semelhanga do que acontecia nos casos anteriores.
Verifica-se também que h& uma queda relativamente acentuada da taxa de libertacdo para o
ALFO73 livre.

Tal como acontece com 0 CORM-2, a libertacdo em ALF073-NPs é controlada pelo que

este seria um bom candidato para o presente estudo.
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Figura 4.10: Representacéo gréafica dos estudos de libertagdo in vitro do ALF073, utilizando NPs com a
superficie funcionalizada e membranas de didlise T1, a pH 7.4.

Os estudos de libertacdo com ALF153, representados na figura 4.11, mostram que
inicialmente a libertacdo em ALF153-NPs é mais lenta que na solucdo de ALF153 livre, no
entanto estes valores sdo rapidamente invertidos verificando-se a partir dai que as duas taxas
de libertacdo tomam valores muito préximos. Desta forma, conclui-se que ALF153-NPs nédo
apresenta um perfil adequado para o projeto desenvolvido e que outras formulac¢des utilizando
outros agentes para funcionalizar a superficie da nanoparticula que ndo o DPPE-HA deveriam

ser testadas.
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Figura 4.11: Representacao gréfica dos estudos de libertacao in vitro do ALF153, utilizando NPs com a
superficie funcionalizada e membranas de dialise T1, a pH 7.4.
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Os resultados obtidos para o ALF157 (Figura 4.12), a semelhancga do que acontece com
0 ALF153 também néo apresentam um perfil que seja 0 mais adequado para o projeto em estudo,
visto que, a taxa de libertacdo do ALF157 nas NPs e em solucéo livre ndo apresentam diferencas
gue sejam significativas para considerar que a libertacdo do ALF157 nas NPs seja lenta e

controlada de modo a justificar a utilizag@o destas formulagdes no presente projeto.
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Figura 4.12: Representacdo grafica dos estudos de libertagéo in vitro do ALF157, utilizando NPs com a
superficie funcionalizada e membranas de dialise T1, a pH 7,4.

Os estudos de libertacdo in vitro apresentados mostram que o CORM-2 e o ALF073 séo
0S compostos que apresentam maior potencial de aplicacdo no projeto em estudo visto serem
0s que apresentam melhores resultados de libertacdo quando aliados & nhanotecnologia.

Como referido no inicio da seccdo, o ALFO73 trata-se de um composto ndo comercial 0
que dificulta todo o processo de otimiza¢éo dos estudos visto ndo haver disponivel a quantidade
necessaria para que tal seja possivel. Por este mesmo motivo, ndo sdo apresentados estudos
de libertacdo a diferentes valores de pH, o que seria necesséario para mostrar se as NPs, a
semelhanca do que acontece com o0 CORM-2, resistem as varia¢des de pH mantendo assim a
libertacdo do CORM lenta e controlada, sendo estes estudos de particular importancia
principalmente se for pretendida uma via de administracéo oral.

Em todos os casos a obtencdo das NPs foi realizada utilizando o DPPE-HA para
funcionalizar a superficie das NPs. Em CORM-2-NPs verificou-se que a utilizacdo deste
conjugado era crucial para obter uma libertacdo controlado do CORM-2 devido a barreira
hidrofilica que se forma na superficie da nanoparticula. Assim, seguiu-se 0 mesmo método para
os restantes CORMs. No ALF073, verificamos que perfil de libertacdo era semelhante ao do
CORM-2, nos restantes, serdo necessarios mais estudos e talvez estudar outros métodos de
funcionalizacdo dado que os CORMs nao responderam da mesma maneira.

Embora os resultados sejam encorajadores, serd ainda necessério repetir alguns dos
ensaios para garantir que efetivamente os resultados obtidos correspondem aos perfis de

libertacéo certos.
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4.4 CINETICA DE LIBERTAGAO

Os dados de libertacdo do CORM-2 obtidos foram ajustados a diferentes modelos,
incluindo equacdes de ordem zero e de primeira ordem, modelos de Hixcon-Crowell, Higuchi e
Korsmeyer-Peppas para analisar o mecanismo de libertagdo de CORM-2 e a cinética de difuséo.
O ajuste de cada modelo foi avaliado com base nos valores do coeficiente de determinagéo (R?)
obtidos. O R? e as constantes da taxa de libertacdo (k) obtidas para cada ajuste sdo apresentados
na tabela 7.1, anexo 7.6. Estes estudos foram apenas realizados para 0s casos em que se
utilizou a funcionalizagdo da superficie das NPs com DPPE-HA, uma vez que, eram 0s que
apresentavam resultados passiveis de serem usados na finalidade pretendida.

Pela andlise dos valores obtidos para R? verifica-se que o modelo matematico que melhor
se aplica a todos os casos € o de Korsmeyer—Peppas. No caso de CORM-2-NPs a pH 5.0,
verifica-se que os valores de R? obtido para os modelos de ordem zero, de Hixcon-Crowell e de
Korsmeyer—Peppas sédo muito semelhantes o que suscita dividas em qual 0 mecanismo que se
aplica neste caso. Contudo, tendo em conta que todos 0s outros casos seguem o modelo de
Korsmeyer—Peppas, acredita-se que este caso hdo seja excecao.

Embora sigam o mesmo modelo, séo trés os meios de libertacdo que se conclui ocorrerem.
Em CORM-2-NPs a pH 7.4 e 1.6, e em ALF153 e ALF157 a libertacdo ocorre por difusdo de
Fickian. No caso de CORM-NPs a pH 6.5 ocorre por difusdo anémala (ndo-Fickian), em CORM-
2-NPs a pH 5.0 e em ALF073 ocorre por transporte de caso-II.

A libertacdo por difusdo de Fickian ocorre pela difusdo molecular usual do farmaco devido
a um gradiente de potencial quimico. Na difusdo anémala ocorre libertacdo quer devido a erosédo
quer devido a difusdo. No caso da libertacdo por transporte de caso-ll 0 mecanismo esta
associado a tensdes e transicfes de estado em polimeros vitreos hidrofilicos que incham em
agua ou fluidos bioldgicos.

Em CORM-2-NPs taxa da libertagdo é mais ou menos semelhante em todos os casos,
exceto a pH 5.0 onde é significativamente mais lenta. Comparando todos os valores obtidos para
o pH 7.4, verifica-se que a taxa de libertacdo € mais elevada para qualquer um dos ALFs-NPs,

sendo que os valores mais elevado se encontra em ALF153-NPs.

4.5 ENSAIOS COM LINHAS CELULARES

4.5.1 Avaliacao da toxicidade

Numa primeira abordagem, foram testadas diferentes concentra¢des formulacdes placebo
(NPs sem CORM) para determinar a concentragdo méxima de NPs que ndo era toxica para as
células. Estes estudos permitiram também proceder a otimiza¢des sobre o tempo de exposi¢ao
com a solucdo de resazurina (Figura 4.13 e figura 4.14). Nestes estudos utilizaram-se

formula¢des produzidas no dia do ensaio (placebo 1) e formulagfes produzidas anteriormente
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(placebo 2) de modo a avaliar se o tempo a que as NPs tinha sido produzidas tinha efeitos sobre
a viabilidade da linha celular em estudo.

Viabilidade celular - 6h

140,0
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E Placebo 1 Placebo 2

Figura 4.13: Representacéo gréafica da viabilidade celular dos estudos efetuados com a linha celular
THP1 ao fim de 6h, usando diferentes concentracdes de formulagées placebo, onde o placebo 1
representa uma formulagéo placebo produzida no dia do ensaio e o placebo 2 representa uma formulagéo
placebo antigo (os valores representam a média e o desvio padréo de um n=2).

Apo6s a medicdo da fluorescéncia no final das 6 h, deixou-se overnight para garantir que
toda a resazurina era metabolizada. Os resultados obtidos encontram-se representados na figura
4.15.
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Figura 4.14: Representacao gréfica da viabilidade celular dos estudos efetuados com a linha celular
THP1 ao fim de 6h, usando diferentes concentracdes de formulagdes placebo, onde o placebo 1
representa uma formulacéo placebo produzida no dia do ensaio e o placebo 2 representa uma formulagéo
placebo antiga (os valores representam a média e o desvio padréo de um n=2).

Pela andlise dos resultados obtidos, onde foram testadas as concentragbes de 0,1
mg/mL, 0,2 mg/mL e 0,4 mg/mL, podemos concluir que € seguro utilizar uma concentragao de

pelo menos 0,2 mg/mL de placebo uma vez que esta se traduz numa taxa de viabilidade celular
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de cerca de 82%. Para concentragdes mais elevadas (0,4 mg/mL) as NPs placebo desenvolvida
ja apresentam toxicidade associada. Conclui-se ainda, que de uma maneira geral, o placebo
mais antigo (armazenado por 3 semanas) altera-se e torna-se toxico para a linha celular.

Em relacdo ao tempo de incubacdo com a resazurina, as diferencas entre as 6 h e as 23 h
ndo sao significativas pelo que 6 h de contato sera o tempo étimo de incubacao.

Determinada assim a concentracdo maxima de NPs placebo que traduzem viabilidade
celulares é necessario efetuar estudos com o0 CORM-2-NPs e CORM-2 livre. Estes estudos ndo
foram realizados por falta de tempo, do mesmo modo os estudos de resposta anti-inflamatdria

também néo foram realizados.

4.6 ESTUDOS DE PERMEACAO

Uma vez estudado o perfil de libertacdo in vitro efetuaram-se estudos de permeacéo de
modo a avaliar qual a melhor via de administracéo das formula¢g@es desenvolvidas.

Estes estudos mostram em CORM-2-NPs a permeacdo é mais lenta e controlada do que
guando se utiliza a solucdo de CORM-2 livre, como representado na figura 4.15. De acordo com
os resultados obtidos é viavel que as formulacfes desenvolvidas possam adquirir a forma de
creme que venha a ser aplicado nas articulacfes afetadas facilitando a forma de administracéo
pelo paciente e aumentado a rapidez com que o efeito terapéutico é alcancado. Sendo de
salientar que sera necessario, ainda assim, a realizacdo dos estudos de toxicidade e de resposta

inflamatoria.
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Figura 4.15: Representacao gréfica dos resultados obtidos através dos estudos de permeacéo in vitro.
Como barreira de permeacéo foi utilizada pele da orelha de porco, pH 7.4 e uma temperatura de 32°C.

A variac@o da taxa de permeacédo obtida € influenciada pela amostra de pele que se

utiliza, visto que, a camada de gordura na parte interna da pele (parte da membrana que vai estar
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em contacto com a camara recetora) ndo se apresenta homogénea de amostra para amostra,
verificando-se que ha amostra que absorvem mais que outras pelo que se verificam oscilagdes
entre as diferentes amostras testadas. Assim, com o decorrer do tempo surge a necessidade de
acertar o volume na camara recetora pelo que se verificam oscilacdes nas medi¢Ges da taxa de
permeacao.

Verifica-se que a percentagem de farmaco que permeia a camada de pele no final do
estudo é bastante baixa, o que indica que as nanoparticulas desenvolvidas tém pouca
capacidade de a atravessar, o que dificulta a sua utilizacdo se se pensar numa aplicacao tépica.
Uma forma de resolver este problema seria utilizar um hidrogel onde as NPs seriam
incorporadas.

O hidrogel iria promover um aumento da permeacdo de CORM-2-NPs através da
camada da pele. Uma vez transposta esta barreira CORM-2-NPs seria direcionada para os
tecidos sinoviais devido a presenca do acido hialurénico a superficie da nanoparticula. Assim,
seria necessaria uma menor quantidade de CORM-2-NPs para exercer o mesmo efeito

terapéutico.
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5 CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS
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N&o existe ainda um consenso sobre qual a melhor estratégia de tratamento para a AR. Por
um lado, ha quem defenda que todos os pacientes deveriam iniciar o tratamento com farmacos
mais potentes e ir reduzindo a medida que se alcanca a remissdo da doenca. Por outro lado,
defende-se que se consegue uma boa resposta ao tratamento com combinacdes de DMARDSs,
ndo sendo necessario um tratamento inicial tdo agressivo.

Contudo, estudos mostram que um tratamento inicial agressivo, 0 mais precoce quanto
possivel, conduz a uma diminuigcéo da progressao radiografica da doenca a longo prazo. Sera
isto suficiente?

A chave para o tratamento eficaz dos pacientes com AR passara por um diagnostico rapido
e acertado, pelo tratamento precoce e intensivo e pela monitorizacdo apertada da atividade da
doencga.

A ciéncia procura todos os dias arranjar formas mais viaveis de contornar estes problemas,
guer seja a procura de marcadores caracteristicos do desenvolvimento da doenca, pelo
desenvolver de novas técnicas de andlise que permitam a identificacdo precoce do desenvolver
da patologia, quer seja pela procura de novos tratamentos farmacol6gicos que visam retardar o
avancar da doenca, e quica, retardar o aparecimento da mesma, quer por outro lado, procurar
minimizar os efeitos colaterais associados aos tratamentos ja existentes.

A descoberta dos efeitos anti-inflamatérios do CO poderd ajudar a desenvolver novos
farmacos que sejam eficazes nesta patologia. Nesse sentido, e aliado as vantagens da
nanotecnologia, desenvolveu-se o presente trabalho. O objetivo era desenvolver nanoagentes
gue fossem capazes de fornecer CO a locais alvo de modo a aliar a inflamacé&o presente nos
doentes com AR.

Ao longo do trabalho, mostrou-se que as formulacdes desenvolvidas eram capazes de
libertar CO de forma controlada, isto pode ser claramente comprovado pelos estudos de
libertacdo in vitro e pelos estudos de permeacéo in vitro. é evidente que a funcionalizagéo da
superficie das NPs com DPPE-HA trouxe vantagens, uma vez que apenas com esta estratégia
se conseguiu alcancar o primeiro dos objetivos. A barreira hidrofilica que se forma com a
utilizacdo deste conjugado dificulta a capacidade dos CORMs atravessarem a superficie da
nanoparticula, impossibilitando também que estes tenham oportunidade de se alojar na
superficie da nanoparticula o que faria com que a sua libertacdo fosse mais rapida. Assim, a
funcionalizacéo da superficie das NPs tornou-se essencial.

Verifica-se que a libertacdo de CORM-2 na presenca de NPs com a superficie
funcionalizada com DPPE-HA continua a ser controlada quando se faz variar o valor do pH. Os
estudos realizados evidenciam que as NPs produzidas seriam capazes de atravessar o trato
gastrointestinal sem se degradarem, o que indica que uma administracdo oral poderd ser o
método mais adequado para administrar as formulacdes desenvolvidas.

Os estudos de libertagdo in vitro mostram ainda que o ALF073 € o que apresenta um perfil
gue mais adequado ao objetivo do trabalho, visto que, dentro dos CORMs nao comerciais foi 0

Unico onde se conseguiu alcancar uma libertagdo mais lenta em CORM-NPs quando comparada
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com a libertagdo do respetivo CORM em solucéo livre. Contudo, sera necessario repetir e
otimizar os estudos referentes a este CORM.

Com a realizagdo dos estudos com a linha celular THP1 mostra-se ainda que as
formulacbes placebo ndo apresentam toxicidade até uma concentracdo de 0,2 mg/mL.
Posteriormente irdo realizar-se os mesmos estudos com CORM-2-NPs e com CORM-2 livre de
modo a avaliar a toxicidade e capacidade de resposta anti-inflamatéria do composto em estudo.

Pelo TEM mostra-se ainda que a morfologia das NPs € mantida ao longo do tempo, o que
podera indicar que o candidato a farmaco (CORM-2) néo esta a ser expulso das NPs. Os estudos
de estabilidade mostram que as NPs desenvolvidas mantém um tamanho estavel até as 6
semanas com a excecado das NPs onde a superficie ndo foi funcionalizada com o DPPE-HA. Na
taxa de encapsulacao verifica-se que CORM-2-NPs + DPPE-HA mantém a estabilidade durante
5 semanas e CORM-2-NPs sem funcionalizacdo durante 6 semanas. O indice de polidispersao
e o potencial zeta mantém-se estaveis até as 6 semanas.

Relativamente aos estudos da cinética de libertacdo concluimos que todas as formulacGes
estudadas seguem o modelo matematico de Korsmeyer—Peppas, onde ALF157-NPs apresenta
uma taxa de libertacdo mais elevada. Dentro dos CORM-2-NPs, a diferenca mais significativa &
a pH 5.0 onde a taxa de libertacao é significativamente mais baixa.

Os estudos de permeacdo mostram ainda que, efetivamente se conseguem uma
permeacdo controlada em CORM-2-NPs quando se compara com a permeacdo do CORM-2
livre. Porém, a taxa maxima de permeacao que se conseguiu obter foi de aproximadamente 4%,
0 que indica que pouco CORM-2 chegaria ao destino pretendido — as articula¢des inflamadas —
pelo que sera necessério estudar estratégias que permitam melhorar os resultados obtidos.

Estes estudos permitiram identificar que o CORM-2 é libertado de CORM-2-NPs. No
entanto, ndo temos informacdo nenhuma acerca do CO que o CORM ainda podera ter na sua
constituicdo durante o tempo dos ensaios. Sabemos que, 0 que vai elicitar um efeito € 0 CO e
ndo o metal a qual esta ligado. Esses ensaios exigem equipamento que de momento ndo esta
disponivel. De qualquer forma, e sabendo que um dos principais problemas destes compostos é
a sua instabilidade em meios fisiolégicos, os resultados mostram que o CORM, com ou sem CO,
se mantém dentro das NPs, o que pode retardar a libertacdo do CO para a zona de interesse.

Como trabalhos futuros, sera do maior interesse avaliar a resposta anti-inflamatéria do
CORM-2 e de CORM-2-NPs quer em linhas celulares como posteriormente in vivo. A exploracdo
da funcionalizacédo da superficie das NPs ser4d também uma abordagem interessante, onde se
podem obter melhores resultados de direcionamento e por conseguinte melhores resultados na
reducdo da inflamacgdo. Estudar novas estratégias de armazenamentos serd também um
trabalho necessério de modo a conseguir que as formulacdes desenvolvidas mantenham a
estabilidade pelo maximo de tempo possivel. Serd ainda crucial obter informa¢des sobre a
presenca do CO durante o tempo dos estudos.

Recorrer a métodos que promovam uma libertacéo controlada de farmacos sera, com certeza,
uma aposta favoravel, ndo s6 no que diz respeito & AR como a tantos outros problemas de

salide tanto ou mais incapacitantes que esta patologia
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7.1 ESQUEMA DE SINTESE DO CONJUGADO DPPE-HA
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Figura 7.1: Representagdo do esquema reacional da sintese do conjugado DPPE-HA (adaptado de
"Polysaccharide-coated liposomes by posto-insertion of a hyaluronan-lipid conjugate” 1),
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7.2 RETA DE CALIBRACAO DO CORM-2

7.2.1 Taxa de encapsulacéao

A reta de calibracdo para a taxa de encapsulacéo efetuou-se utilizando uma solucéo stock de
1mg/mL de CORM-2 em agua com 5% de DMSO. Para tracar a reta de calibragdo efetuaram-se
diluicdes da solugéo stock e mediu-se a absorvancia entre os 200-600nm. A reta obtida encontra-

se representada na figura 7.2.

Reta de calibracdo CORM-2-pH 7.4
1,4

1,2
10
0,8
0,6
0.4
0,2

0,0
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Concentragao (mg/mL)

y =9,0844x + 0,0217
R2=0,9999

Abs

Figura 7.2: Representacao grafica da reta de calibracao obtida para a determinacdo da taxa de
encapsulacédo do CORM-2 nas NPs

7.2.2 Ensaios de libertacéo a pH 7.4

A reta de calibracdo do CORM-2 para os estudos de libertacdo a pH 7.4 efetuou-se
utilizando como solugdo méae a solucdo preparada para os estudos de libertacdo do CORM-2
livre. Para tal, efetuaram-se diluicdes a partir dessa solu¢do e mediu-se a absorvancia entre os
200-600nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.3. Como branco utilizou-se uma solugéo
de PBS com 2% de DMSO.

Calibracdo CORM-2 -pH 7.4
2,0
1,8
1,5
1,3
1,0
0,8
0,5
0,3

0,0
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
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A%y = 12,605x - 0,0075
¢ R = 0,9967

Abs

Figura 7.3: Representacgéo gréafica da reta de calibragéo obtida para a determinacéo da taxa de
libertacao, in vitro, para 0 CORM-2 nas NPs e para 0 CORM-2 livre, usando como meio de didlise o
PBS+2%DMSO (pH 7.4).
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7.2.3 Ensaio de libertagdo com FaSSGF

A reta de calibragdo para estudos de libertacdo com FaSSGF para simular o meio do
intestino em condicdes de jejum efetuou-se utilizando a solucdo preparada para os estudos de
libertacdo do CORM-2 livre. Para tal, efetuaram-se diluices a partir dessa solugdo e mediu-se a
absorvéncia entre os 600-200nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.4. Como branco

utilizou-se uma solugéo de FaSSGF com 2% de DMSO.

Calibracdo CORM-2 - pH 1.6
1,80

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Concentragédo (mg/mL)

Abs

y =9,6928x - 0,0012
R2=0,9996

Figura 7.4: Representacao grafica da reta de calibracao obtida para a determinacdo da taxa de
libertacao, in vitro, para 0o CORM-2 nas NPs e para o CORM-2 livre, usando como meio de diélise
FaSSGF+2%DMSO (pH 1.6).

7.2.4 Ensaio de libertagcdo com FaSSIF

A reta de calibracdo para estudos de libertacdo com FaSSIF para simular o meio
intestinal em condic¢des de jejum efetuou-se utilizando a solucéo preparada para os estudos de
libertacdo do CORM-2 livre. Para tal, efetuaram-se dilui¢des a partir dessa solu¢éo e mediu-se a
absorvéancia entre os 600-200nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.5. Como branco

utilizou-se uma solugéo de FaSSIF com 2% de DMSO.
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Figura 7.5: Representacgéo gréafica da reta de calibracéo obtida para a determinacédo da taxa de
libertacao, in vitro, para 0 CORM-2 nas NPs e para 0 CORM-2 livre, usando como meio de dialise
FaSSIF+ 2%DMSO (pH 6.5).
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7.2.5 Ensaio de libertagcdo com FeSSIF

A reta de calibracéo para estudos de libertacdo com FeSSIF para simular o meio intestinal
alimentado efetuou-se utilizando a solucdo preparada para os estudos de libertacdo do CORM-
2 livre. Para tal, efetuaram-se diluicdes a partir dessa solugéo e mediu-se a absorvancia entre 0s
600-200nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.6. Como branco utilizou-se uma solugéo
de FeSSIF com 2% de DMSO.
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Figura 7.6: Representacao grafica da reta de calibracao obtida para a determinacdo da taxa de
libertacao, in vitro, para 0 CORM-2 nas NPs e para 0 CORM-2 livre, usando como meio de diélise
FeSSIF+2%DMSO (pH 5.0).

7.3 RETA DE CALIBRACAO ALFO073

7.3.1 Taxa de encapsulacéo

A reta de calibracdo para a taxa de encapsulacdo efetuou-se utilizando uma solugao
stock de 1Img/mL de ALFO73 em agua com 5% de DMSO. Para tracar a reta de calibracédo
efetuaram-se diluicdes da solucdo stock e mediu-se a absorvéancia entre os 200-600nm. A reta

obtida encontra-se representada na figura 7.7.

71



| Desenvolvimento e Caracterizacdo de Nanoagentes para a Artrite Reumatoide |

Reta de calibragdo do ALFO073
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Figura 7.7: Representacao gréafica da reta de calibragéo obtida para a determinacédo da taxa de
encapsulacdo do ALF073 nas NPs.

7.3.2 Estudos de libertacao in vitro

A reta de calibracdo do ALFO73 para os estudos de libertacdo a pH 7.4 efetuou-se
utilizando como solu¢do méae a solucdo preparada para os estudos de libertacdo do ALFO073 livre.
Para tal, efetuaram-se diluicdes a partir dessa solucdo e mediu-se a absorvéancia entre os 200-
600nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.8. Como branco utilizou-se uma solucéo de
PBS com 2% de DMSO.
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Figura 7.8: Representacdo grafica da reta de calibracdo obtida para a determinagdo da taxa de libertagao, in vitro,
para o ALFO73 nas NPs e para o ALF073 livre, usando como meio de dialise o PBS+2%DMSO (pH 7.4).
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7.4 RETADE CALIBRACAO ALF153

7.4.1 Taxa de encapsulacao

A reta de calibragcdo para a taxa de encapsulagéo efetuou-se utilizando uma solugéo
stock de 1Img/mL de ALF13 em agua com 5% de DMSO. Para tracar a reta de calibracédo
efetuaram-se dilui¢bes da solucdo stock e mediu-se a absorvéncia entre os 200-600nm. A reta

obtida encontra-se representada na figura 7.9.
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Figura 7.9: Representacao grafica da reta de calibracdo obtida para a determinacéo da taxa de
encapsulagdo do ALF153 nas NPs

7.4.2 Estudos de libertacéo in vitro

A reta de calibracdo do ALF153 para os estudos de libertagdo a pH 7.4 efetuou-se
utilizando como solugdo mée a solugéo preparada para os estudos de libertagdo do ALF153 livre.
Para tal, efetuaram-se diluicdes a partir dessa solugcéo e mediu-se a absorvancia entre os 200-
600nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.10. Como branco utilizou-se uma solucéo de
PBS com 2% de DMSO.
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Calibracdo ALF153-pH 7.4
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Figura 7.10: Representacgédo grafica da reta de calibragdo obtida para a determinagéo da taxa de
libertagdo, in vitro, para o ALF153 nas NPs e para o ALF153 livre, usando como meio de didlise o
PBS+2%DMSO (pH 7.4).

7.5 RETADE CALIBRACAO ALF157

7.5.1 Taxa de encapsulacéo

A reta de calibracdo para a taxa de encapsulacdo efetuou-se utilizando uma solugéo
stock de 1mg/mL de ALF157 em agua com 5% de DMSO. Para tracar a reta de calibracao
efetuaram-se dilui¢des da solucdo stock e mediu-se a absorvancia entre os 200-600nm. A reta

obtida encontra-se representada na figura 7.11.
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Figura 7.11: Representacdo grafica da reta de calibracéo obtida para a determinacao da taxa de
encapsulagéo do ALF157 nas NPs.
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7.5.2 Estudos de libertacao in vitro

A reta de calibracdo do ALF157 para os estudos de libertacdo a pH 7.4 efetuou-se
utilizando como solu¢do mée a solucdo preparada para os estudos de libertacdo do ALF157 livre.
Para tal, efetuaram-se diluicdes a partir dessa solucédo e mediu-se a absorvéancia entre os 200-
600nm, obtendo-se a reta representada na figura 7.12. Como branco utilizou-se uma solucdo de
PBS com 2% de DMSO.
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Figura 7.12: Representacao grafica da reta de calibragao obtida para a determinacédo da taxa de
libertacao, in vitro, para o ALF157 nas NPs e para o ALF157 livre, usando como meio de dialise o
PBS+2%DMSO (pH 7.4).

7.6 CINETICA DE LIBERTACAO

Na tabela 7.1 estdo representados os valores para os coeficientes de determinagdo (R?)
e para as constantes da taxa de libertacdo (k), obtidos através da aplicacdo de modelos
mateméticos aos dados obtidos nos estudos de libertag&o in vitro.
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Tabela 7.1: Valores dos coeficientes de determinacdo (R?) das constantes da taxa de libertacdo (k), para a libertacdo dos CORMs, de acordo com os modelos
estudados.

Ordem zero Primeira ordem Hixcon-Crowell Higuchi Korsmeyer-Peppas
Composto pH
R2 ko R2 k1 R2 kHC RZ kH R2 ka

7.4 0.6464 2.99E-02 0.2207 2.29E-02 0.6464 8.96E-02 0.8062 1.84E-01 0.9293 3.38E+00
1.6 0.7323 2.08E-01 0.4344 1.85E-01 0.7323 6.23E-01 0.7323 4.15E-01 0.9412 3.53E+00

CORM-2
6.5 0.9243 1.39E-01 0.7447 2.25E-02 0.9538 1.48E+00 0.9632 7.86E-01  0.9689 3.78E+00
5.0 0.9294 4.69E-02 0.7482 3.17E-02 0.9294 1.57E-01 0.8471 2.46E+00 0.9243 6,73E-01
ALFO073 7.4 0.9711 8.68E-01 0.9666 7.57E-01 0.9711 2.89E-01 0.9711 4.34E-01 0.9884 4.62E+00
ALF153 7.4 0.4651 3.95E+00 0.8124 8.12E+00 0.8997 1.25E+01 0.7834 9.64E+00 0.9087  7.35E+01
ALF157 7.4 0.6756 2.48E+00 0.9574 5.39E+00 0.6756 8.28E-01 0.9110 1,70E-01 0.9646  3.02E+01

ko = constante de libertacdo de ordem zero; ki = constante de libertagéo de primeira ordem; kiuc = constante de velocidade de Hixcon-Crowell; kn = constante de dissolugéo de Higuchi;
kkp = constante de velocidade de libertagéo de farmacos de Korsmeyer-Peppas
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