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RESUMO

PACHIONI-VASCONCELOS, J. A. Desenvolvimento de vesiculas poliméricas de
polietilenoglicol-policaprolactona (PEG-PCL) para veiculacdo de L-Asparaginase.
2017. 81 paginas. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Sao
Paulo, 2015.

A L-Asparaginase (ASNase) € um importante agente quimioterapéutico
utilizado para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda (ALL) h&a mais de 40 anos.
No entanto, devido a origem biologica da ASNase, enzima produzida por Escherichia
coli, problemas como a imunogenicidade e baixa meia vida-plasmatica devem ser
considerados. Com o0 objetivo de minimizar essas desvantagens, varias ASNases
homélogas bem como formulacbes de ASNase de E. coli foram investigadas.
Nenhuma das formulacbes desenvolvidas, entretanto, foi capaz de resolver
definitivamente esses problemas associados a sua origem. Nesse sentido,
considerando os recentes avancos na ciéncia de polimeros com a possibilidade do
obtencado de vesiculas poliméricas usando copolimeros, este trabalho concentrou-se
no desenvolvimento de polimerossomos de poli(etileno glicol)-b-poli(e-caprolactona)
(PEG-PCL) para encapsular a ASNase. Diversas condicfes experimentais foram
investigadas e, ao final, os polimerossomos foram produzidos pela técnica de
hidratacdo do filme polimérico utilizando a centrifugacdo como técnica de pds-filme
para remocao de copolimero precipitado, produzindo assim vesiculas polimericas de
120 a 200nm com PDI de aproximadamente 0,250. A eficiéncia de encapsulacédo da
ASNase, utilizando as metodologias de centrifugacdo ou cromatografia de excluséo
molecular, revelou taxas de encapsulacdo de 20-25% e 1 a 7%, repectivamente.
Esses resultados apontam a importancia de se determinar a eficiéncia de
encapsulacdo por cromatografia de exclusdo molecular ou método direto no caso de
nanoestruturas auto-agregadas formadas por copolimeros, devido a valores
superestimados com o emprego da centrifugacdo. Ainda que estudos
complementares se facam necessarios para liberacdo da enzima encapsulada ou
penetracdo da L-asparagina nas vesiculas, nossos resultados demonstram o potencial
de polimerossomos para veiculagdo de ASNase, bem como de outras proteinas

terapéuticas.

Palavras-chaves: vesiculas poliméricas, polimerssomos, nanoencapsulacdo, L-

Asparaginase, copolimeros anfifilicos.



ABSTRACT

PACHIONI-VASCONCELOQOS, J. A. Development of polyethylene glycol-
polycaprolactone polymer vesicles for L-Asparaginase. 2017. 81 pages. Tese

(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Sao Paulo, 2015.

L-Asparaginase (ASNase) is an important chemotherapeutic agent used for
the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) for more than 40 years. However,
due to the biological origin of ASNase (produced by Escherichia coli) some drawbacks
such as immunogenicity and low plasma half life are present. In order to minimize the
disadvantages, several ASNases proteoforms and formulations of E. coli ASNase were
investigated. However, none of this formulations completely solved the main
drawbacks of ASNase. In this sense, considering the recents advances in polymers
science with the possibility to develop polymeric vesicles using copolymers, this work
aimed at the development of poly(ethylene glycol)-b-poly(e-caprolactone) (PEG-PCL)
vesicles to encapsulate ASNase. Different experimental conditions were investigated
and, the final polymersomes formulation was prepared by film hydratation using
centrifugation as a post-film technique to remove the bulky coplymer. Polymeric
vesicles of 120 to 200nm with PDI of approximately, 0.250 were obtained. The
encapsulation efficiency of ASNase was determined indirectly by centrifugation and
directly by size exclusion chromatography, resulting in encapsulation rates of 20-25%
and 1 to 7%, respectively. These results indicate the importance of determining the
efficiency of encapsulation by size exclusion chromatography or direct method in the
case of self-aggregated nanostructures formed by copolymers, due to values
overestimated with the use of centrifugation. Our results point to the potential of
polymersomes for ASNase delivery, as well as other therapeutic proteins.
Nonetheless, complimentary studies are still necessary for ASNase release or L-

asparagine penetration into the vesicles.

Keywords: polymer vesicles, polymersomes, nanoencapsulation, L-Asparaginase,

amphiphilic copolymer.
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1. Introducao

A utilizagdo de nanoestruturas auto-agregadas em drug delivery tem recebido
consideravel atencdo. A organizacdo espontanea e reversivel de moléculas anfifilicas
em estruturas supramoleculares é certamente um dos campos mais desafiadores da
nanotecnologia farmacéutica, uma vez que pode dar origem a varios perfis de
agregacdo com diferentes propriedades e aplicacdes (micelas esféricas, cilindricas,
vesiculas e etc.) (Smart et al, 2008). As nanoestruturas de auto-agregacdo mais
estudadas para drug-delivery sdo os lipossomos (vesiculas de origem lipidica),
entretanto, apresentam uma série de limitacGes, associadas a natureza labil dos
fosfolipidios que incluem degradacdo quimica e baixa estabilidade fisico-quimica,
resultando em liberacdo rapida do farmaco encapsulado na corrente sanguinea
(Apolinario et al, 2017). Por muitos anos, pesquisadores tentaram desenvolver
alternativas para os lipossomos e varios componentes sintéticos foram desenvolvidos
(Guan et al, 2015), por exemplo, os copolimeros anfifilicos que podem autoagregar
em meio aquoso, dando origem a estruturas vesiculares conhecidas como
polimerossomos (PL). Os PL apresentam excelente potencial como carreadores de
farmacos e proteinas por apresentarem estabilidade mecanica e quimica dentro de
uma ampla faixa de pH e temperatura. Além disso, os PL sdo capazes de transportar
farmacos hidrofobicos, incorporados a sua membrana hidrofobica, e farmacos
hidrofilicos no seu interior aquoso e/ou aderidos a superficie. Nos ultimos anos,
diferentes moléculas foram incorporadas com sucesso em polimerossomos (Ortac et
al, 2014; O"Neil et al, 2009).

Por outro lado, a enzima L-Asparaginase de E coli (ASNase) € um importante
agente quimioterapico utilizado para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda e

outras malignidades hematopoiéticas. Apesar de atualmente seu uso estar limitado a

14



esses tratamentos, existem estudos pré-clinicos que demonstram a atividade anti-
tumoral da ASNase em outros tipos de cancer e estudos in vitro que demonstram a
capacidade da ASNase em induzir apotose em sarcomas e suprimir a angiogénese
em casos de cancer de ovario. (Tardito et al, 2007). Recentemente, em fevereiro
deste ano, Knott e colaboradores (2018) publicaram um artigo que sugere a utilizacao
da ASNase no tratamento de cancer de mama apdés a observacdo de que a
biodisponibilidade de asparagina pode interferer de maneira significativa na
capacidade metastatica dos tumores, sugerindo que a supressao desse aminoacido
pela diminuicdo da ingestdo e através da utilizacdo da ASNase pode auxiliar no
controle de tumores primarios da doenca (Knott et al, 2018). ASNase apresenta
atividade antitumoral baseada na deplecdo da L-Asparagina (L-Asn) circulante. Ao
contrario do que acontece com as células normais, as células tumorais ndo séo
capazes de produzir as quantidades de L-Asn necessarias para sua manutencao e
sobrevivéncia devido a auséncia ou baixa expressdo de L-Asparagina sintetase,
enzima responsavel pela producédo da L-Asn (Fung and Chan 2017), deste modo a
deplecdo de L-Asn circulante leva a morte das células tumorais.

Assim como outras biomoléculas, L-Asparaginase apresenta uma baixa meia
vida plasmatica e alta imunogenicidade (Cairo, 1982; Evans et al, 1982; Shrivastava
et al, 2016). A formacdo de anticorpos em consequéncia de sua origem esta
intimamente ligada aos mecanismos de resisténcia a ASNase, pois leva a diminuicao
da atividade enzimatica e, consequentemente, aumento dos niveis séricos de L-
asparagina. Reacdes de hipersensibilidade, devido a producédo de anticorpos, foram
observadas em 60% dos pacientes que utilizam a enzima derivada de E. coli (Panetta
et al, 2009; Fung e Chang, 2017). Varias alternativas nanotecnologicas foram

empregadas para aumentar a meia-vida de ASNase e diminuir seu potencial
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imunogénico. Por exemplo, por encapsulacdo em lipossomos (Neerunjun e
Gregoriadis, 1976) ou microcapsulas (Chang, 1984) e por ligacdo covalente a
macromoléculas, como a dextrana (Wileman et al, 1986 ), albumina (Poznansky et al,
1982) ou monometoxipoli(etileno glicol) (MPEG) (Kamisaki et al, 1982). Entre essas
alternativas nanotecnoldgicas propostas, apenas a PEG-asparaginase, que consiste
na enzima ligada covalentemente a moléculas de monometoxipoli(etileno glicol), esta
no mercado. No entanto, a encapsulacdo de ASNase em nanoestruturas poderia nao
somente diminuir a imunogenicidade e aumentar a meia-vida de forma semelhante a
pegilacdo, mas também proporcionar maior penetracdo de farmaco na medula éssea
e em locais secundarios de acumulacdo de células leucémicas devido ao efeito de
permeacdo e retencdo aumentadas (EPR, do inglés enhanced permeation and
retention).

Tendo em vista 0 exposto, nesse trabalho investigamos diferentes protocolos
de obtencao de polimerossomos formados por copolimeros anfifilicos do tipo PEG-
PCL e a encapsulacdo da ASNase nos polimerossomos obtidos. Cabe ressaltar que,
ao nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo envolvendo a encapsulacédo de

biomoléculas em polimerossomos no Brasil.
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2.Revisao Bibliografica

2.1. Leucemias

A leucemia é uma doenc¢a maligna dos glébulos brancos, geralmente de origem
desconhecida, que tem como principal caracteristica o0 acumulo de células jovens
anormais na medula 6ssea, as quais substituem as células sanguineas normais (Inca,
2018). Apesar das estimativas apontarem para um crescimento no nimero de novos
casos principalmente em criangas que vivem em regides menos favorecidas como a
Africa subsaariana (Odusote et al, 2016), a leucemia apresenta bom prognostico e,
com os atuais protocolos de tratamento, o tempo de sobrevida dos acometidos vem
aumentando e o indice de mortes diminuindo.

A medula 6ssea é o local de formacdo das células sanguineas e ocupa a
cavidade dos ossos. Nela sdo encontradas as células que dao origem aos glébulos
brancos, aos glébulos vermelhos (hemécias ou eritrocitos) e as plaquetas, como

mostra a figura 1.

Figura 1. Esquema geral da hematopoiese (Adaptada de National Institute of Health, 2015).
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As leucemias podem ser dividas em Leucemia Linféide Aguda (LLA), Leucemia
Linféide Crdnica (LLC), Leucemia Mieloide Aguda (LMC) e Leucemia Mieldide Cronica
(LMC). Particularmente, em virtude dos objetivos desse trabalho, concentraremos
nossos estudos na Leucemia Linféide Aguda, um tipo especifico de leucemia que
atinge principalmente criancas, correspondendo a cerca de 80% dos casos de
leucemia infantil e 20% dos casos de leucemia em adultos (Shrivastava e 2016). A
LLA se caracteriza por crescimento descontrolado e consequente acumulo de
linfoblastos que perdem a capacidade de funcionar como células sanguineas normais
(Abrale, 2018; Woo, 2014). O acumulo de linfoblastos na medula 6ssea leva a um
bloqueio da producédo normal de outras células (como hemacias, plaquetas e outros
glébulos brancos) diminuindo, por exemplo, a capacidade de protecdo contra
infeccdes e a eficiéncia dos processos de cicatrizacao.

O tratamento da LLA é prolongado, variando de dois a trés anos. Embora os
esquemas terapéuticos possam mudar de centro para centro, geralmente sé&o
constituidos de cinco grandes fases: inducdo da remissdo, intensificacao,
consolidacgéo, reinducéo, prevencao da leucemia no sistema nervoso central (SNC) e
continuagcdo ou manutencdo da remissdo (Lorenzi, 2006). De acordo com a
Associacdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular (a ABHH) os
atuais protocolos apresentam uma chance de cura de 90% para criancas e de 50%
para adultos (ABHH, 2018; Lorenzi, 2006). O avanc¢o no suporte hematolégico (com a
utilizacéo de fatores de crescimento de neutréfilos, por exemplo), no conhecimento da
doenca e no numero de opcdes terapéuticas permitiu que a LLA evoluisse de uma
doenca mal definida e intratavel na metade do século passado para uma doenca que
estd entre as de maior compreensao e chances de cura no inicio deste século

(Pedrosa e Lins, 2002). Entre os diferentes farmacos utilizados com perspectiva de
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cura da LLA, podemos citar a L-Asparaginase, geralmente empregada na fase de
inducdo da remissdo da doenca (Lorenzi, 2006) e durante a sua manutencao

(ABRALE, 2018)

2.2. L-Asparaginase

A L-asparaginase de Escherichia coli (ASNase, figura 2), guimicamente
conhecida como E. coli L-asparagina amidohidrolase, é a principal isoforma da enzima
empregada terapeuticamente. A ASNase € uma enzima tetramérica de 136 kDa
formada por subunidades idénticas e com ponto isoelétrico 5,65 (Lorenzi, 2006;

Shrivastava et al, 2016).

Figura 2. Representacao esquemética do cristal de L-Asparaginase de E. coli
(Extraida de Protein Data Bank, cédigo PDB 3ECA).

A primeira observacdo importante in vitro para o desenvolvimento da ASNase
como farmaco antineoplasico foi feita por Clementi em 1922, mas somente em 1961
Broome confirmou a atividade antineoplasica da ASNase em cobaias (Narta et al,
2007; Broome 1961). Em 1967, Oettgen demonstrou pela primeira vez a eficacia da
ASNase em células humanas de leucemia e hoje, a enzima representa um dos pilares

para o tratamento da LLA.
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A atividade antineoplasica da ASNase baseia-se na deplecdo de asparagina
circulante (Shrivastava et al, 2016): Sabe-se que as células tumorais, mais
especificamente as células de tumores linfaticos, apresentam uma quantidade
reduzida da enzima asparagina sintetase se comparadas as células normais. Por esse
motivo, essas células utilizam asparagina do meio extracelular para sintese de
proteinas essenciais a sua sobrevivéncia, como as proteinas do ciclo celular (quinases
dependentes de ciclinas), proteinas anti-apoptéticas e proteinas constitutivas
(Avramis, 2012; Nomme et al, 2012). Krall e colaboradores (2016), sugerem que a
asparagina também pode coordenar a sintese de proteinas e nucleotideos através da
regulacdo da atividade de mTOR. Além disso, estudos relacionam a asparagina com
a capacidade de suprimir o estresse do reticulo endoplasmatico e regular a apoptose
dependente de translocacao, sugerindo que a asparagina pode ser um supressor da
apoptose no cancer (Zhang et al, 2011).

Nesse sentido, a ideia de diminuir a quantidade de asparagina circulante
apresenta-se como uma boa alternativa e, de acordo com Fung e Chan (2017), a
ASNase representa o Unico agente capaz de interferir no metabolismo da asparagina
disponivel para uso clinico no mundo. O consumo de asparagina pela ASNAse leva a
diminuicdo dos seus niveis séricos na medida em que proporciona a conversao da
asparagina em aspartato e amonia (figura 3), diminuindo assim o suprimento de
asparagina as células cancerigenas. Como mostra a figura 3, com baixos niveis de
asparagina, as células cancerigenas tornam-se incapazes de manter a sintese de

proteinas vitais, acarretando em morte celular.
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Figura 3. Mecanismo de acéo da L-asparaginase. (Fonte: autor)
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As células normais, no entanto, por ndo dependerem das concentracfes
séricas de asparagina, ndo sofrem efeito significativo da utilizacdo da L-Asparaginase,
0 que garante a seletividade do farmaco (Narta et al, 2007).

Estdo disponiveis para o uso clinico, quatro diferentes formas de L-
asparaginase: L-asparaginase nativa obtida de Escherichia coli (ASNase) — Medac®
(Kyoma Hakko, Kogyo, Japan), Crasnitin® (Bayer AG, Leverkusen, Germany),
Elsapar® (Merck & Co., Inc., West Point, PA, USA), Leunase®, Paronal®, Kidrolase®,
entre outros; L-asparaginase peguilada (pegaspargase) formulacéo obtida atraves da
peguilacdo da enzima nativa obtida de Escherichia coli - Oncaspar® (Sigma-Tau
Pharmaceuticals, Inc, Gaithersburg, MD, USA); a recentemente aprovada: L-
asparaginase recombinante de Escherichia coli. - Spectrila ® (Medac Pharma, Scion
House, Stirling University Innovation Park, Stirling); e a L-asparaginase nativa de

Erwinia chrysanthemi (crisantaspase) - Erwinase ® (EUSA Pharma, International
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division of Jazz Pharmaceuticals). A formulacdo peguilada de L-asparaginase nativa
de Erwinia chrysanthemi ja foi desenvolvida, entretanto, ainda ndo estad aprovada
pelos 6rgdos governamentais para uso clinico. Atualmente, todas as formas sao
aprovadas pela EMA (Agéncia europeia de Medicamentos). No Brasil, utilizamos a
ASNase como primeira linha, a pegaspargase em casos de hipersensibilidade e, em
altimo caso a crisantaspase. Porém, o Unico medicamento que obteve registro junto
a Anvisa, em 2017, é a Oncaspar® (pegaspargase).

Apesar das quatro formulacdes disponiveis para uso clinico possuirem o
mesmo mecanismo de acao, elas diferem nas suas propriedades farmacocinéticas,
farmacodinamicas, imunogénicas e toxicidade (Fung e Chang, 2017), o que gera
grandes discussfes sobre quando utilizar cada uma dessas formas e dificulta a
intercambiabilidade com a mesma dose e frequéncia entre os agentes (Rizzari et al,
2012). A primeira forma desenvolvida, a L-Asparaginase nativa de Escherichia Coli,
apesar de amplamente utilizada esta intimamente relacionada ao desenvolvimento de
anticorpos e reacdes de hipersensibilidade. A imunogenicidade é bastante comum na
terapia com farmacos protéicos e representa, em muitos casos, uma limitacdo a sua
utiizacdo. Entre os varios problemas associados a imunogenicidade, a
hipersensibilidade pode ser considerada como a principal toxidade da ASNase (Cairo,
1982; Evans et al, 1982). Isso porque a enzima, expressa em bactéria, quando
utilizada com finalidade terapéutica, pode ativar o sistema imunolégico do hospedeiro
originando reacdes alérgicas como urticaria e eritema (Raetz e Salzer, 2010) e levar
a formacdo de anticorpos anti-asparaginase (Panetta et al, 2009). A formacéo dos
anticorpos esta intimamente ligada aos mecanismos de resisténcia a ASNase uma
vez que leva a diminuicdo da atividade enzimatica e, consequentemente, aumento

dos niveis séricos de asparagina. Reacoes de hipersensibilidade, devido a producéo
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de anticorpos, tém sido observadas em 60% dos pacientes que fazem uso da enzima
derivada de E. coli (Panetta et al, 2009).

Com o objetivo de solucionar esse problema sem prejudicar a atividade
catalitica da enzima, desenvolveu-se a pegaspargase (forma conjugada com
polietilenoglicol) que apresenta vantagem de ter um periodo de meia-vida biologica
aproximadamente 5 vezes maior que ASNase (Fu e Sakamoto, 2007; Shrivastava et
al, 2016). No entanto, € comprovada a existéncia de reacdo cruzada entre anticorpos
desenvolvidos nos pacientes previamente tratados com ASNase nativa e
pegaspargase, dificultando a mudanca de uma para outra. Além disso, devido ao fato
da ASNase ter sido uma das primeiras enzimas submetidas ao processo de
peguilacdo, esta é realizada de maneira aleatéria levando a um alto grau de
polidispersdo nas preparacdes resultantes (Soares et al, 2002). A crisantaspase,
desenvolvida com o objetivo de diminuir os problemas associados a existéncia dos
anticporpos cruzados entre a forma nativa de ASNase de E. Coli e sua forma
peguilada, apresenta menor incidéncia de imunogenicidade (Fung e Chan, 2017).
Essa formulagéo, entretanto, apresenta uma meia vida plasmatica muito inferior as
observadas para as formas nativa e peguilada de E. Coli (1,24 dias para ASNase e
0,65 dias para crisantaspase). Aprovada em 2016, a forma recombinante de E. Coli,
apresenta baixa concentracdo de proteina agregada, associada a baixas taxas de
reacOes alérgicas (Hospital Pharmacy Europe, 2018).

Apesar da utilizagdo de ASNase estar limitada ao tratamento da leucemia
linfoblastica aguda e outras malignidades hematopoiéticas, estudos preé-clinicos
demonstram a atividade anti-tumoral da ASNase em varios tipos de cancer e estudos
in vitro demonstram a capacidade da ASNase em induzir apotose em sarcomas e

suprimir a angiogénese em casos de cancer de ovario (Tardito et al, 2007).
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Recentemente, Knott e colaboradores (2018) demonstraram que a
biodisponibilidade de asparagina pode interferir de maneira significativa na
capacidade metastatica de cancer de mama, sugerindo que a supressdo desse
aminoacido pela diminuicdo da ingestdo e/ou utilizacdo da ASNase pode auxiliar no
controle de tumores primarios da doenca. Panosyan e colaboradores (2014)
demonstraram que a utilizacdo de ASNase combinada com doxorubicina levou a um
significante aumento de apoptose, in vitro, de células de cancer de mama com tratados
com essa combinacdo em comparacdo com células tratadas somente com
doxorubicina (Panosyan et al, 2014). O aumento das pesquisas envolvendo a
utilizacdo da ASNase para diferentes tipos de cancer, demonstram a necessidade em
se desenvolver formas da enzima que apresentem menos efeitos toxicos, menos
efeitos imunogénicos e que sejam capazes de aumentar a aderéncia do paciente ao
tratamento (diminuindo, por exemplo, o numero de doses do farmaco). Muitos estudos
tém proposto modicacdes que possam melhorar essas caracteristicas, alguns deles
se baseam na encapsulacdo da ASNase em lipossomos (Neerunjun e Gregoriadis,
1976) e combinacdes da ASNase com polimeros. Em 1996, Gaspar e colaboradores
desenvolveram uma formulacao lipossomal composta por fosfatidilcolina e colesterol
para veiculagcdo da ASNase, que apresentou boas taxas de encapsulacdo (35% a
73%) e que mostraram-se menos imunogénicas quando comparadas a forma nativa
da enzima. No entanto, o estudo nao foi continuado o que pode ser justificado, como
ja anteriormente discutido, pelo fato dessas preparacdes apresentarem baixa
estabilidade. Em 2012, Anidita e Venkatesh, desenvolveram lipossomos compostos
de lecitinia de soja e colesterol para veiculacdo da ASNase. Apesar das diversas
preparacdes produzidas que variaram a composicao (balanco de lecitinia de soja e

colesterol) a taxa de encapsulacao encontrada para ASNase foi muito baixa (2 a 2,4%)
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0 que juntamente com fatores relacionados a instabilidade, desencorajaram a
continuidade dos estudos realizados. Contudo, nenhum dos estudos foi capaz de
desenvolver uma melhora significativa na enzima empregada clinicamente, por esse
motivo, o desenvolvimento de novas alternativas se faz tdo necessario. Considerando
gue sistemas obtidos por particulas poliméricas biodegradaveis tém sido amplamente
utilizados para transporte de pequenas moléculas sintéticas, proteinas e peptideos
(Nomani et al, 2017) o estudo com esses compostos pode ser promissor para O
desenvolvimento de uma alternativa para melhorar as propriedades

farmacodinamicas e imunigénicas da ASNase.

2.3. Vesiculas poliméricas ou polimerossomos

Os polimerossomos, também conhecidos como vesiculas poliméricas, tém
atraido o interesse de muitos pesquisadores nas duas Ultimas décadas (Zhao et al,
2017). A obtencdo de estruturas vesiculares através da utilizacdo de copolimeros
anfifilicos foi inicialmente descrita por Eisenberg e Discher que denominaram de
polimerossomos a nova estrutura desenvolvida (Parmenter et al, 2013). Os
polimerossomos (Figura 4) apresentam-se como homodlogos de lipossomos em
estruturas vesiculares, geralmente esféricas, com compartimento aquoso interno
protegido por uma bicamada formada por copolimeros anfifilicos. Os polimerossomos
sdo comummente comparados aos lipossomos, pois de forma andloga a essas
estruturas, que sao formadas espontaneamente por auto-associacéo dos fosfolipidos,
os polimerossomos séo formados por auto-associagédo de coplimeros anfifilicos (Lee
et al, 2006). Porém, exibem estabilidade quimica e fisica superior aos lipossomos
devido a possibilidade de controle da degradacdo quimica e a alta massa molecular

dos copolimeros sintéticos empregados em sua constituicdo, resultando em
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agregados mais estaveis e que variam de 10nm a 5 um (Lee et al, 2012; Tanner et al,
2011). Também apresentam maior elasticidade e sdo menos permeaveis (Discher et
al, 2007). Os polimerossomos apresentam também versatilidade de estruturas
macromoleculares pela variedade dos copolimeros empregados, 0s quais podem
appresentar, estrutura dibloco, tribloco, dentritica, e copolimeros enxertados (graft

copolymer) (Zhao et al, 2017).

Figura 4. Organizacgdo dos polimerossomos. (Fonte:Apolinario, 2017)
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O crescente interesse por essas estruturas pode ser justificado por essa
capacidade em produzir, através da utilizacdo de diferentes tipos de polimeros,
inUmeras estruturas com caracteristicas peculiares (como polimerossomos pH
responsivos, termo responsivos) e de vasta aplicacdo na medicina, farmécia e
biotecnologia (Meng et al, 2009; Blackman et al, 2017). Outra caracteristica importante
dos polimerossomos refere-se a facilidade de controle das propriedades dessas
nanoestruturas, como volume interior e espessura da membrana polimérica,
permitindo encapsulacdo de biomoléculas de tamanho consideravel (Hocine et al,
2013). Aléem disso, apresentam baixa acumulacéo sistémica (devido ao fato de que

0s copolimeros séo facilmente excretados pela urina pois s&o menores do que o limiar
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da filtracdo glomerular). A aplicacdo dessas nanoestruturas para liberacédo controlada
e sitio-especifica de agentes antitumorais, proteinas e genes €, sem duvida, o maior
destaque (Meng et al, 2009).

A utilizacdo de polimerossomos como carreadores de farmacos tem sido
amplamente investigada, principalmente porque a cavidade interior pode ser utilizada
para encapsulacdo de moléculas hidrofilicas, enquanto a membrana pode acomodar
farmacos hidrofobicos (Lee et al, 2012; Lee et al, 2010; Antonietti, 2013; Discher p
2007). O’'Neil e colaboradores (2009) desenvolveram um efeciente método de
encapsulacdo de ovalbumina e BSA em vesiculas de PEG-b-PPS (poli(etilenoglicol)-
poli(sulfeto de p-fenileno)) com taxas de encapsulacao de aproximadamente 25%. Lee
(2011) comprovou a possibilidade de encapsular proteinas como mioglobina,
hemoglobina e albumina de soro bovino (BSA) em polimerossomos constituidos por
poli (6xido de etileno)-b-polietiletiieno (PEO-b-PEE). JA Wang e colaboradores (2012)
estudaram a eletroporacdo como técnica de incorporacdo de BSA, mioglobina,
imunoglobulina G e lisozima em vesiculas pré-formadas de PMPC-b-PDPA (poli (2-
(metacriloiloxi)  etil  fosforilcolina)-b-poli(2-(diisopropilamino)  etil  metacrilato).
Atualmente, varios estudos de encapsulacao envolvendo proteinas e polimerossomos
estdo sendo conduzidos (Wang, 2012). Normani e colaboradores (2017) publicaram
recentemente um trabalho em que demonstram a encapsulacdo de BSA em
polimerossomos de PEG-PCL. Blackman e colaboradores (2017) publicaram
recentemente um trabalho de producdo de nanoreatores desenvolvidos através da
utilizacao da técnica de photo PISA, uma técnica de producdo de polimerossomos
atraves da auto-agregacao de polimeros induzida por luz visivel. Além disso, podemos
destacar os trabalhos sobre polimerossomos obtidos através da autoagregacao de

copolimeros assimétricos, como os desenvolvidos por Zhao e colaboradores (2017)
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que buscam aumentar a permeabilidade das robustas membranas dos
polimerossomos.

Muitas técnicas podem ser empregadas para obter os polimerossomos atraves
da auto-agregacdo de copolimeros anfifilicos. Os métodos comumente utilizados
podem ser classificados em dois grupos: métodos que empregam solventes, como
meétodo de inversado de fases ou injecdo de solventes, e métodos livres de solvente,
como hidratacdo de filmes; hidratacdo de sélidos e eletroformacdo (Du e O’Reilly,
2009).

Na técnica que emprega a utilizacdo de co-solventes, 0s polimerossomos sao
obtidos através da dissolucdo dos copolimeros em um solvente organico (geralmente
cloroférmio ou tetraidrofurano) seguido de hidratacdo do meio. Essa hidratacdo pode
ocorrer tanto com a adicdo de agua ao sistema como com a adi¢cdo do sistema em
agua.

Ja a técnica de hidratacdo do filme baseia-se na hidratacdo de um filme
polimérico, previamente obtido através da dissolu¢do do copolimero em um solvente
organico com posterior remocao do solvente sob pressao reduzida. Esse tipo de
técnica, entretanto, necessita de um grande tempo de agitacdo do sistema para
hidratar o polimero e reduzir o grau de polidispersdo da preparacao. Ainda assim, € a
técnica mais indicada para a producéo de polimerossomos com finalidade terapéutica,
principalmente quando o farmaco que se deseja encapsular € uma biomolécula que
pode ter sua atividade comprometida apés o contato com o solvente organico (Du e
O’Reilly, 2009). A técnica de hidratacdo do filme foi a primeira utilizada para a
producdo de lipossomos (método de Bangham) e é empregada até hoje para essa
finalidade (Laouini, 2012). Para a obtencao de lipossomos, Zawada (2004) descreve

gue a técnica é capaz de produzir amostras que apresentam uma fragdo dominante
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de vesiculas com membrana unica (LUV — large unilamellar vesicles ou SUV — small
unilamellar vesicles) e uma fragdo, menor de vesiculas com multi-membranas (MLV —
multilamellar vesicles). Essas vesiculas tém composicéo igual, entretanto, apresentam
significativa variacdo de tamanho, como mostra a figura 5. Por esse motivo, apesar
de simples, a técnica de hidratacéo do filme apresenta um alto indice de polidesperséo
gue exige a aplicacdo de técnicas subsequentes como sonicacdo ou extrusdo para

diminuir e uniformizar o tamanho das estruturas obtidas.

Figura 5. Classificacdo de nanoestruturas vesiculares formadas por moléculas anfifilicas de acordo
com o tamanho LUV (large unilamellar vesicles), SUV (small unilamellar vesicles) e MLV (multilamellar
vesicles). (Fonte: Autor).
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de farméacos proteicos, muitos fatores como a técnica empregada para a sua
preparacdo ou o tipo de proteina que se deseja encapsular podem interferir na

capacidade de encapsulacao.

2.4. Copolimeros anfifilicos e sua auto-agregacao

O termo anfifilico é utilizado para designar moléculas orgéanicas (figura 6) que
sdo compostas por uma porcéo hidrofilica (cabeca polar) e uma porcdo hidrofobica

(cauda apolar) como tensoativos, fosfolipidios e sabdes, por exemplo (Smart et al,
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2008). A parte hidrébica dessas moléculas, em contato com a agua, atraindo umas as
outras tende a minimizar seu contato com agua, enquanto a parte hidrofilica de suas
cadeias preferem interagir com a agua. Isso acontece, pois, para a regiao hidrofébica
da molécula é entropicamente mais favoravel manter-se agregada do que manter-se
em solucédo interagindo com a agua (Smart et al, 2008). No entanto, para que 0s
monomeros se agreguem, o efeito hidrofébico deve ser maior do que a forca de
respulsao (eletrostatica ou estérica) entre as cabecas hidrofilicas. Em concentracbes
muito baixas, a compatibilidade da parte hidrofilica com a agua é suficiente para
manter copolimero solubilizado em solucéo. No entanto, a partir de uma determinada
concentracdo (chamada de concentracdo de agregacdo critica), essas moléculas
passam a se agregar (Smart et al, 2008). A esse efeito da-se o nome de efeito
hidrfébico da agua e as estruturas assim formadas, sdo conhecidas como estruturas
de auto-agregacdo. Assim como 0s tensoativos classicos, os copolimeros anfiificos
podem se auto-organizar em meio aquoso e assumir diferentes conformacdes como
micelas e vesiculas. Sabe-se que a forma da estrutura resultante da autoagregacao
de moléculas anfifilicas, pode variar de acordo com varios parametros, entre eles, o
valor do parametro critico de agregacdao, a razéo entre a porcao hidrofilica/hidrofébica,
o volume da fracao hidrofilica, a estrutura do copolimero, bem como a metodologia

aplicada para sua obtencao (Naolou et al, 2013; Du e O’Relly, 2009; Lee et al, 2006).

Figura 6. Estrutura geral de um copolimero de polietilenoglicol-policaprolactona
PEG-PCL (Fonte: autor)
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A determinacgdo da estrutura de autoagrega¢do que sera obtida em cada um
dos casos, depende da curvatura da estrutura resultante da interagcdo das regioes
hidrofébicas e hidrofilicas (Smart et al, 2008). Uma das maneiras de prever a curvatura
dessa estrutura formada e, consequentemente determinar o tipo da estrutura que sera

obtido é utilizar o “paramétro critico de empacotamento’ ou critical packing parameter.
O paramétro critico de empacotamento (p), desenvolvido por Israelachvili em 1976
para pequenas moléculas hidrofilicas em agua (Israelachvili, 1994) e atualmente

amplamente utilizado para diferentes tipos de moléculas anfifilicas, € definido por:

P =— Eq. 1

em que V é definidko como o volume do bloco hidrofébico, [ corresponde ao
comprimento da cadeia hidrofobica e ao é a &rea da secao transversal da por¢cao polar
do copolimero. De acordo com Smart (2008), estruturas formadas por moléculas
anfifilicas com valores de parametro de empacotamento baixo (< 1/3) apresentam alta
interface de curvatura e portanto devem ser do tipo micelas, ja estruturas formadas
por moléculas anfifilicas com valores de parametro de empacotamento entre 1/3 e 1/2
devem ser micelas cilindricas e estruturas formadas por moléculas anfifilicas com
altos valores de parametro de empacotamento (> 1/2) e que portanto, devem

apresentar baixas curvaturas, serao vesiculas.

O perfil de agregacéo também pode ser descrito em funcéo do volume da fracao
hidrofilica, que neste caso relaciona a parte polar da molécula com a molécula inteira

(parte apolar + polar). Copolimeros com uma fracédo hidrofilica menor do que 20%
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geralmente precipitam em solucéo, quando essa fracao esta entre 20 e 42% vesiculas
sao predominantemente formadas e quando essa fracéo for superior a 42% a forma

de agregacéao predominante é a micelar (Ahmed e Discher, 2004).

2.5. Escolha dos copolimeros

Segundo Brinkhuis (1981), mais de uma década de pesquisa foi realizada com
0 objetivo de entender melhor as estruturas de copolimeros anfifilicos, sua auto-
agregacdo e emprego em nanoestruturas. Como resultado disso, observa-se
atualmente uma extensiva biblioteca de copolimeros que podem ser empregados nas
mais variadas areas do conhecimento.

Considerando a natureza do presente trabalho, que visa a obtencdo de
polimerossomos com finalidade terapéutica, uma pesquisa foi realizada no sentido de
selecionar copolimeros adequados. A escolha de copolimeros para producdo de
polimerossomos com finalidade terapéutica nem sempre é facil, mas exemplos podem
ser encontrados na literatura (Brinkhuis 1981). Para a obtencdo dos polimerossomos
(ou de outras formas de agregados) com finalidade terapéutica, os polimeros
empregados para construcdo dos copolimeros (ou blocos poliméricos) devem ser
preferencialmente biodegradaveis ou, pelo menos, biocompativeis.

O PEG é um polimero sintético muito empregado no dominio da farmécia e
medicina devido a algumas de suas propriedades, como por exemplo baixo custo,
solubilidade em &gua, biocompatibilidade e excelente comportamento de eliminacdo
in vivo (Naolou et al, 2013). Por esse motivo, € vastamente empregado para
construcdo da parte polar dos copolimeros dibloco. Além disso, a peguilacdo de
lipossomos ja € bastante estabelecida, o que confere confianca frente a utilizacéo de

PEG em humanos. Sabe-se ainda que a utilizacdo do PEG em lipossomos pode
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reduzir a adsorcdo superficial de proteinas e levar a um aumento do tempo de
circulacao dessas estruturas no sangue (Woodle et al,1992).

Nesse sentido, o PEG foi selecionado para compor a parte hidrofilica do
copolimero dibloco empregado no presente estudo. Para a parte hidrofébica, a
policaprolactona (PCL), um outro polimero com caracteristicas bem estabelecidas,
biodegradavel e biocompativel, foi selecionado (Naolou et al, 2013). Ahmed e Discher
(2004) descrevem copolimeros de PEG-PCL (figura 6) como sendo de grande
interesse e ressalta a necessidade de novos estudos para avaliagdo de sua
caracterizacao, liberacdo e degregadacao.

Baseando-se em trabalhos anteriores como o de Riley et al (2011) e de Du e
Discher (2009) e nas premissas anteriormente mencionadas sobre as formas de
agregacdo dos copolimeros, os copolimeros de PEG-PCL foram selecionados
respeitando valores de razéo entre a porcao hidrofébica/hidrofilica menor que 1:2 e
com volume da fragéo hidrofilica entre 0,20 e 0,42 para aumentar a probabilidade de
obtencado de vesiculas. Além disso, foram selecionados copolimeros com diferentes
valores de massa molecular, a fim de verificar a influéncia desse parametro nos

agregados formados.

33



3. Objetivos

Objetivos gerais

Desenvolvimento nanotecnolégico da enzima L-Asparaginase, por meio da
encapsulacdo em vesiculas poliméricas de poli(etileno glycol)-b-poli(e-caprolactona)
(PEG-PCL). Para que o objetivo proporto fosse alcancado, os seguintes passos foram

estabelecidos:

* Desenvolvimento de protocolo de obtencédo dos polimerossomos de PEG-PECL;
* Encapsulacdo da ASNase em polimerossomos;
* Caracterizagao dos polimerossomos contendo ou ndo a ASNase encapsulada;

* Estudos in vitro de liberacdo da ASNase encapsulada nos polimerossomos.

4 Material e Métodos
4.1. Material

Os copolimeros de poli(etileno glicol)-poli(e-caprolactona), PEG-PCL, foram
obtidos da empresa Polymer Source Inc® (Montreal. Quebec. Canada). Um resumo
das propriedades dos copolimeros é apresentado na tabela 1. O acido fosfotingstico
foi obtido da Sigma-Aldrich® (Saint. Louis, MO, USA) e a L-asparaginase foi obtida da
ProSpec-Tany Technogene (Rehovot, Israel). Todos os outros reagentes, em grau
analitico, foram obtidos da Synth® (Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). Todos os
experimentos foram realizados utilizando agua ultra pura, por meio do sistema Milli-

Q, Merck Millipore® (Bedford, MA, USA).
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Tabela 1. Propriedades dos copolimeros empregados

. Razéo . L - Massa
Copolimeros _ . _ . Fracao hidrofilica
de PEG-PCL hidrofébica/hidrofilica (MnPEG/[MnPCL+MnPEG]) Molecular
(MnPEG/MnPCL) (Da)
Copolimero 1 2.000:5.000 (0,40) 0,29 7.000
Copolimero 2 5.000:11.000 (0,45) 0,31 16.000
Copolimero 3 5.000:13.000 (0,38) 0,28 18.000

4.2. Métodos

4.2.1. Determinacéo da concentracao de agregacao critica (CAC)

Tendo em vista que os valores de concentracdo de agregacao critica (CAC)

para os copolimeros de PEG-PCL empregados nesse trabalho ainda ndo estdo

disponiveis na literatura, um ensaio foi realizado com o objetivo de determiné-los. A

sonda mais comumente empregada com a finalidade de determinar a CAC de

compostos anfifilicos por solubilizacdo de moléculas fluorescentes é o pireno (figura

7), uma molécula altamente hidrofébica e, por esse motivo, muito sensivel as

variacdes de polaridade do meio (Casero, 1997).

Figura 7. Estrutura quimica do Pireno (Ceé H10).

Estudos envolvendo essa molécula revelaram que sua solubilidade em agua é

praticamente a mesma quando as variages de concentracdo de polimero na solucao

se alteram abaixo da CMC ou CAC. No entanto, acima da CAC, quando a formacéo

de agregados passa a acontecer, sua solubilidade é abruptamente aumentada pois o
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nacleo hidrofébico das micelas passa a interagir com as moléculas de pireno
caracterizando-o como uma excelente sonda para determinacéo da CAC (Topel et al,
2013).

O protocolo de determinacédo da CAC foi realizado utilizando como referéncia
trabalhos como o de Normani et al (2017) que demonstra, que a CAC para
copolimeros anfifilicos (nesse caso, especificamente os copolimeros de PEG-PCL) é
muito menor do que a determinada para tensoativos de baixa massa molecular e de
Zhang et al (2011) e Deng et al (2012) que descrevem protocolos para a determinacéo
de CAC de copolimeros anfifilicos semelhantes aos empregados no presente trabalho.
Uma solucdo estoque de pireno em acetona foi preparada e, em cada frasco de
cintolografia, foram adicionados 10uL de solucédo de pireno. Em seguida, uma solucéo
estoque de copolimero em cloroférmio foi adicionada em diferentes volumes aos
frascos de cintilografia e, apés a completa evaporacdo do solvente, cada uma das
amostras recebeu 10mL de 4gua miliQ ultra pura de forma que as concentracfes de
copolimeros variaram de 0,1 a 0,00005 mg/mL e a concentracdo de pireno (0,6 mM)
permaneceu fixa em todas as amostras. Os sistemas foram submetidos a agitacao
magnética a 11.500 rpm a temperatura ambiente por 24h. As amostras foram entdo
analizadas em fluorimetro (Shimatsu/RF5301PC): excitadas a 330 nm com

quantificacdo da emissao em 373 nm e 383 nm, a 25°C.

4.2.2. Desenvolvimento do protocolo de obtencdo dos polimerossomos

Os sistemas foram preparados através da técnica de hidratacdo do filme
polimérico. Diversos protocolos de variacdo de massa inicial de copolimero,
temperatura e condi¢des de agitacdo foram testados até que se deteminasse que para

a obtencédo dos polimerossomos, as massas de copolimero deveriam ser solubilizadas
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em um volume de cloroférmio e, apos evaporacdo do solvente, hidratadas com um
volume de tampéo ou agua que mantivesse a mesma propor¢cao. Dessa forma, uma
massa de 5 mg de copolimero foi adicionada a um baldo de fundo redondo e dissolvida
em 15 mL de cloroférmio. O solvente foi entdo evaporado sob presséo reduzida por 3
horas a 30 mBar para obtencéo do filme polimérico. O filme polimérico foi hidratado a
temperatura ambiente com 15 mL de tampao fosfato pH 7,4 durante 24 h sob agitacéo
magnética a 11.500 rpm. Em seguida, baseando-se nos estudos de Zawada (2004),
Laouini et al (2012), diferentes técnicas de poés-filme como sonicacao, centrifugacao,
filtracdo e extrusdo foram estudadas.

Sonicacdo: As amostras foram sonicadas em banho de ultrassom Qsonica®
(Columbiana County, Ohio, United States) a 50 W por 1 hora a temperatura ambiente.

Centrifugacéo: a centrifugacéo foi realizada utilzando 2000 xg por 5 minutos,
empregando-se uma centrifuga Eppendorf (modelo 5810 R® Eppendorf, Hamburger,
Germany) sendo que o precipitado obtido foi descartado e o sobrenadante foi entao
considerado como sistema purificado.

Extrusdo: a técnica de extrusao foi realizada utilizando o extrusor Avanti Polar
Lipids (Alabaster, Alabama, United States). As amostras foram extrusadas 31 vezes
por uma membrana de policarbonato com poros de 400 nm. Todas as amostras
obtidas foram submetidas a andlise de espalhamento de luz dindmico.

Filtracdo: As amostras foram submetidas a filtrag&o, utilizando-se filtro de

seringa com membrana hidrofilica de PVDF e com tamanho de0,22 pm.

37



4.2.3. Encapsulacao de proteinas nos polimerossomos

Para os ensaios de encapsulacdo, empregou-se a melhor metodologia
determinada para a preparacdo dos polimerossomos, que consiste na realizacdo da
hidratacéo do filme polimérico com posterior centrifugacéo. Neste caso, a proteina de
interesse foi incorporada ao volume de tampao utlizado para a hidratacdo do filme. Os
ensaios de encapsulacdo foram inicialmente realizados empregando-se a albumina
de soro bovino (BSA), como proteina modelo. A escolha por essa proteina deu-se pelo
fato da BSA ser amplamente utilizada como proteina modelo e, além disso, o maior
eixo obtido para as duas proteinas, de acordo com o programa ViewerLite (ViewerLite
5.0 - accelrys) empregando os cristais disponiveis no Protein Data Bank (cédigo PDB
3VO3 para BSA e 3 ECA para ASNase) revelou valores de 88,25 A e 146,21 A (Figura
8) para a ASNase a BSA. Portanto, considerando-se que a encapsulacdo em
vesiculas de PEG-PLA nao involve interacdes especificas e/ou eletrostaticas e
depende majoritariamente do tamanho da proteina, teoricamente a ecapsulacdo da

BSA seria mais dificil do que a da ASNase.

Figura 8. Representagdo tridimensional dos cristais de BSA (Cédigo PDB 3VO3) e L-Asparaginase
(Cadigo PDB 3ECA) e suas respectivas dimensdes maximas (linha amarela) calculados com o auxilio
do progrma Pymol.

146, 215 A
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O protocolo de encapsulacéo consitiu na adicdo de uma massa de 5 mg de
copolimero em um baldo de fundo redondo, posteriormente solubilizada em 15 mL de
cloroférmio. O solvente foi entdo evaporado sob presséo reduzida por 3 horas a 30
mBar para obtencéo do filme polimérico. O filme polimérico foi hidratado com 15 mL
de solucdo de 1 mg/mL de proteina (BSA ou ASNase) por 24 h com agitacdo
magnética a 11.500 rpm a temperatura ambiente. Finalmente, a solucédo foi

centrifugada a 2000 xg por 5 minutos para remocéo de copolimero precipitado (bulk)

e 0 sobrenadante foi considerado a amostra.

4.2.4. Eficiéncia de encapsulagéo

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo, foram empregadas duas
metodologias. A primeira metodologia, determina a eficiéncia de encapsulacdo de
maneira indireta. Para tanto, as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por 30 min
para precipitacdo dos polimerossomos e separacao das proteinas ndo encapsuladas
no sobrenadante. A concentracdo de proteinas foi determinada, no sobrenadante,
através do método do acido bicinconinico (BCA). O método baseia-se na formacgéao de
um complexo de Cu?* e proteina em condicdes alcalinas seguido por uma reducéo de
Cu?* para Cu'*. O &cido bicinconinico leva a formacédo de um complexo roxo azulado
com Cul* em ambiente alcanino, configurando-se como um bom método para
monitorar a reducdo de Cu?* pelas proteinas. A quantidade de Cu?* reduzido é
porporcional a quantidade de proteina presente na amostra. A eficiéncia de
encapsulacdo foi determinada através da diferenca entre a quantidade de proteina
presente na solucéo inicial e a quantidade de proteina encontrada no sobrenadante.
Para tanto, uma curva de calibracdo da concentracdo em funcéo dos valores de

absorbéancia a 280 nm foi construida empregando-se a proteina BSA. Para as leituras
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de absorbancia utilizou-se espectrofotdmetro SpectraMax plus 384 - Molecular
Devices com auxilio do software Soft Max Pro.

A segunda metodologia baseia-se na quantificacdo indireta da taxa de
encapsulacdo empregando-se cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) por
exclusdo de tamanho (SEC) utilizando uma coluna Superdex 200 (GE Life Sciences)
foi utilizada para separar os polimerossomos obtidos da proteina que nédo foi
encapsulada. As fracbes correspondentes aos polimerossomos foram concentradas
utilizando (MICROKROS 20cm 100K MPES). Na sequéncia os sistemas foram
submetidos a analise por espalhamento de luz dindmico. Apds a andlise, as vesiculas
foram rompidas com cloroférimio. Para tanto, 1mL do sistema foi colocado em contato
com 1mL de cloroférmio por 5 minutos. Durante esse tempo o sistema foi
homogeneizado manualmente para permitir maior contato entre as fases organica e
aguosa e consequente particdo das moléculas de copolimeros para a fase organica,
com recuperacao da proteina na fase aquosa. Apds o tempo descrito as fases foram
separadas com o auxilio de um pipetador automéatico. A fase organica foi descartada
e a quantidade de proteina encapsulada foi determinada na fase aquosa através do

método de BCA anteriormente descrito.

4.2.5. Ensaios de liberagéo

Para realizacdo dos ensaios de liberacdo foi utilizada a membrana de dialise
(Biotech CE Tubing MWCO 300kD). Inicialmente para padronizacdo da técnica,
realizamos ensaios de permeacéo da enzima nao encapsulada. Para tanto, realizou-
se tratamento prévio da membrana seguindo as instru¢cdes do fabricante e, em
seguida, adicionou-se 1 mL de solucdo de ASNase 2,25 mg/mL ao saco de dialise). A

maioria dos estudos cita volumes de solucdo de dialise 100 vezes maiores que 0
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volume dialisado (1:100), entretanto, como as nossas amostras tém concentracéo
muito baixa de proteina, a condicdo de 1mL de dialisado para 25 mL (1:25) de solucao
de dialise foi inicialmente testada.

Os sistemas preparados foram centrifugados a 10,000 xg por 30 min para
precipitacdo dos polimerossomos e remocdo de proteinas ndo encapsuladas no
sobrenadante. Os polimerossomos, obtidos com os copolimeros 1, 2, e 3, foram
lavados com 5mL de solucao tampao fosfato 7,4 e foram novamente centrifugados a
10.000 xg por 30 min para precipitacdo dos polimerossomos e remocao de proteinas
nao encapsuladas no sobrenadante. A fracdo correspondente aos polimerossomos foi
separada e recebeu 1mL de solucdo tampdo. Essa amostra constituiu a amostra
utilizada para o ensaio de liberacdo. As amostras foram realizadas em duas
condicBes, utilizando tampéao fosfato pH 7,4 e tampéo fosfato pH 5,5. As amostras
foram mantidas a 37°C por 36 horas em contato com a solu¢éo de didlise e aliquotas
de 200 pL de solucdo foram coletadas nos tempos de 0,5; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 24 e
36 horas. A concentracdo de proteinas nas aliquotas recolhidas foi determinada

através do método de BCA (descrito na Secéo 3.5).

4.2.6. Caracterizacdo dos sistemas: Analise de morfologia através de microscopia
eletrbnica de transmissédo (TEM)

A morfologia dos polimerossomos foi determinada através de microscopia de
transmissao eletrénica, em microscopio Tecnai FEI G20 (Hillsboro, Oregon) na central
analitica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. As amostras foram depositadas
em suportes de cobre revestidos com carbono, com mesh de 300nm e receberam

solucéo de acido fosfotangstico a 2% (w/v).
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4.2.7. Caracterizacdo dos sistemas: Espalhamento de luz dinamico (Dynamic light
scattering - DLS)

O espalhamento de Iluz dindmico (DLS), também conhecido como
espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS), € uma importante técnica para medir
o tamanho das nanoparticulas que tem a vantagem de ser nao invasiva, rapida e
precisa. Em geral, é aplicada na caracterizacao de particulas, emulsdes e moléculas
que foram dispersas ou dissolvidas em um liquido. O movimento browniano das
particulas ou moléculas em suspensao faz com que a luz seja espalhada com
intensidades diferentes. A analise dessas flutuacfes de intensidade resulta na
velocidade do movimento browniano e assim, o tamanho de particula pode ser
calculado pela relacédo Stokes-Einstein (Malvern, 2018)

Nesse trabalho, a distribuicdo de tamanho dos polimerossomos foi determinada
por DLS utilizando o Zetasizer® Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK),
equipamento multi-usuario disponivel no Laboratério de Eletroquimica e Corroséao,
sob responsabilidade da Profa. Idalina Vieira Aoki. As andlises foram realizadas com
um angulo de dispersédo de 90° a 25°C e os resultados foram expressos empregando-
se o0 tamanho médio + o desvio padrdo (SD) para trés andlises realizadas de maneira
independente. Para comparacao entre as amostras, foram considerados os valores

de espalhamento de luz dindmico por intensidade.
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5.Resultados e discussao

5.1. Determinacao da concentracédo de agregacao critica (CAC)

De acordo com a IUPAC (2018), a concentracdo micelar critica (CMC) ou
concentracdo de agregacao critica (CAC) deve ser entendida como a concentracao
em que passa a ser mais favoravel para as moléculas anfifilicas, do ponto de vista
energeético, permanecer em solucdo de maneira agregada, jA que dessa maneira o
contato das caudas hidrofébicas com a 4gua é minimizado pelas cabecas polares. Em
outras palavras, CAC pode ser entendida como a concentracao a partir da qual todas
as interfaces agua-6leo ou agua-ar estdo saturadas e todos os monbémeros
adicionados a partir dessa concentragdo passam a agregar-se. Para determinar a
CAC dos copolimeros, inicialmente, uma varredura no espectro de emissao do pireno
(de 300 a 500 nm, com excitacdo em 334nm) foi realizada e verificou-se maxima

emissao em 373 e 383 nm.

Utilizando a metodologia proposta, os valores encontrados no presente trabalho
de 0,6 mg/Lt; 0,4 mg/Lte 1,26 mg/L* para os copolimeros 1, 2 e 3 respectivamente
sao muito parecidos com os valores encontrado no estudo de Yoon e colaboradores
(2015), os quais variaram de 0,3 a 1,8 mg/L™! para outros copolimeros de PEG-PCL.
Os gréficos correspondentes a esses ensaios sao apresentados abaixo nas figuras 9,

10 e 11 para os copolimeros 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 9. Intensidade de fluorescéncia (Is73/lz93) em funcé@o da concentracao de copolimero PEG-PCL
(2000:5000), em agua ultrapura.
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Figura 10. Intensidade de fluorescéncia (Is7a/lse3) em funcéo da concentra¢é@o de copolimero PEG-PCL
(5000:11000), em &gua ultrapura.
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Figura 11. Intensidade de fluorescéncia (Is73/1se3) em fungao da concentracé@o de copolimero PEG-PCL
(5000:13500), em agua ultrapura.
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5.2. Desenvolvimento do protocolo de obtencdo dos polimerossomos

A técnica de DLS, principalmente para nanoestruturas de interesse
farmacéutico, requer uma estreita analise e muitos parametros devem ser levados em
consideracdo. Uma das maiores discussfes envolvendo essas analises diz respeito
aos valores de PDI (indice de polidispersao). Esse parametro, adimensional,
corresponde a amplitude de distruibuicdo de tamanho calculada a partir da analise de
cumulantes, expressa em funcdo da variacdo entre a menor e a maior particula
encontrada durante a leitura da amostra (Malvern, 2018). Os valores de PDI podem
variar de 0 a 1. Do ponto de vista da aplicacdo da técnica de DLS, sistemas
monodispersos que apresentem valores de PDI inferior a 0,7 correspondem aqueles
para os quais melhor se aplicam os parametros do de ajuste no qual a metodologia se
baseia. Por outro lado, valores maiores do 0,70 indicam sistemas muito polidispersos
para os quais a andlise através da técnica de DLS nao deve ser realizada (Malvern,
2018). No entanto, para nanoestruturas de aplicacdo farmacéutica sdo desejados
sistemas com valores de PDI igual ou inferior a 0,3 exatamente por considerar que
para finalidade terapéutica essa variacdo entre a menor e a maior estrutura devem ser
ainda mais estrita ja que os efeitos no organismo podem deixar de ser benéficos caso
uma ou duas dessas estruturas de tamanho diferente e maior do que a média, por
exemplo, esteja circulando no organismo. Ainda no contexto de obtencdo de
nanoestruturas com aplicacdo farmacéutica outro parametro importante a ser
considerado é o tamanho das nanoestruturas obtidas. As propriedades dependentes
do tamanho e a proximidade das dimensdes de macromoléculas biolégicas levaram a
uma aproximacao entre nanotecnologia e biologia, trazendo grandes avancoes em
diagnésticos medicos, terapias especificas, bem como para a biologia molecular e

cellular (Fontanive, 2014). Avangos em estudos envolvendo tumores solidos
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reveralam, por exemplo, que esses tumores desenvolvem uma vasculatura nao
organizada e descontinua com “gaps” de 100nm a 2um e que nanoestruturas com
tamanho inferior a 200nm sdo capazes de penetrar por esses “gaps” acumulando-se
nessas regides, através de um processo conhecido como efeito de permeabilidade
aumentada (Anajafi e Mallik, 2015). Descrito pela primeira vez 30 anos atras, o efeito
de permeabilidade aumentada, pode ajudar a explicar 0 entusiasmo que envolve o
desenvolvimento de nanoestruturas para a terapia antitumoral (Whang, 2015).
Inicialmente, quando o presente trabalho foi proposto, o objetivo era
desenvolver vesiculas poliméricas contendo ASNase que apresentassem diametro
superior a 200nm, pois 0 mecanismo de acdo enzima consiste na deplecéo dos niveis
séricos de asparagina e, portanto, garantir que essas estruturas permanecessem
circulando por mais tempo na corrente sanguinea poderia colaborar para o aumento
da atividade anti tumoral. Entretanto, pacientes diagnosticados com leucemia linfoide
aguda podem desenvolver sitios tumorais secundarios e nesse sentido a
encapsulacdo da enzima em estruturas com tamanho aproximado de 200nm poderia
coloborar no controle desses sitios secundarios, em geral de dificil tratamento. Além
disso, o recente artigo de Knott e colaborades (2018) apresenta a potencial utilizagéo
de ASNase para o tratamento de cancer de mama e nesse caso polimerossomos de
aproximadamente 200nm de diametro, que por consquéncia apresentem efeito de
permeabilidade aumentada, também seriam uma abordagem interessante. Os
resultados das diversas condi¢cOes testadas foram analizados em func&o dos valores
obtidos nos ensaios de DLS e sao apresentados na tabela 2. Como pode ser
observado, para os sitemas sem aplicacdo de técnicas pos-flme, ou seja,
imediamente apos o término da hidratacéo do filme polimérico, altos valores de PDI

foram obtidos. Esses valores justificam-se pela técnica empregada para obtencéo das
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vesiculas poliméricas, a qual ndo € capaz de produzir sistemas homogéneos (Lee e

Feijen, 2012). Com base nos resultados obtidos, foram investigadas diferentes

técnicas pos-filme que permitissem a obtencdo de um sistema de vesiculas

poliméricas com PDI compativel com o desejado para essas vesiculas, considerando

a aplicacao farmacéutica. Os resultados séo apresentados na tabela 3.

Tabela 2 — Resumo das analises de DLS das amostras dos sistemas de polimerossomos de PEG-PCL
obtidos sem técnica pés-filme (Amostras analisadas imediamente ap6s o término da hidratagéo do filme
polimérico, picos em funcao da intensidade de espalhamento).

Copolimero 1

Copolimero 2

Copolimero 3

PDI 0,773

PDI 0,810

PDI 0,830

Pico 1 - 449,1 nm (100%)

Pico 1 - 552,1 nm (100%)

Pico 1 — 650 nm (100%)

Tabela 3 — Resumo das analises de DLS das amostras dos sistemas de polimerossomos de PEG-PCL
(picos em funcéo da intensidade de espalhamento)

Amostras analisadas ap6s a realizacdo da centrifugacao

Copolimero 1

Copolimero 2

Copolimero 3

PDI 0,314

PDI 0,358

PDI 0,214

Pico 1 - 380,5 nm (94,8%)

Pico 1 - 421,9 nm (95,4%)

Pico 1 - 242,7 nm (98,1%)

Pico 2 — 5138 nm (5,2%)

Pico 2 — 5361 nm (4,6%)

Pico 2 - 5341 nm (1,1%)

Amostras analisadas apos arealizacéo da extruséo

Copolimero 1

Copolimero 2

Copolimero 3

PDI 0,371

PDI 0,259

PDI 0,589

Pico 1 - 264,5 nm (97,2%)

Pico 1 - 204,3 nm (97,8%)

Pico 1 - 201,9 nm (98,2%)

Pico 2 — 4988 nm (2,8%)

Pico 2 — 5160 nm (2,2%)

Pico 2 — 4885 nm (2,2%)

Pico 3 - 6,066 nm (10,2%

Amostras analisadas apods a realizacdo de filtragédo

Copolimero 1

Copolimero 2

Copolimero 3

PDI 0,201

PDI 0,194

PDI 0,345

Pico1-171,5 nm (97,2%)

Pico 1 - 180,1 nm (97,8%)

Pico 1 - 180,2 nm (93,6%)

Pico 2 - 5049 nm (1,4%)

Pico 2 — 5831 nm (0,5%)

Pico 2 — 5084 nm (3,6%)

Pico 3 - 42,55 nm (2,8%)
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Amostras analisadas ap6s a realizagdo de sonicacao
Copolimero 1 Copolimero 2 Copolimero 3
PDI 0,701 PDI 0,600 PDI 0,912
Pico 1 —244,9 nm (70,7%) Pico 1 —212,3 nm (89 %) Pico 1 - 967 nm (55,6%)
Pico 2 - 620,6 nm (27,1%) Pico 2 — 5,531 nm (9,7%) Pico 2 - 225,8 nm (31,8%)
Pico 3 — 5446 nm (2,2%) Pico 3 — 5033 nm (1,3%) Pico 3 - 4,793 nm (10,7%)

Os resultados obtidos demostram que a técnica de sonicacdo, apesar de
resultar em diminuicdo no tamanho das vesiculas obtidas para os copilimeros 1 e 2
(de 449.1 nm para 244,9 nm e de 552 nm para 212, 3 nm, respectivamente) nao
apresentou a mesma capacidadede para o copolimero 3 para o qual a realizacédo da
técnica levou a um aumento no tamanho das estruturas de maior prevaléncia. Além
disso, observa-se que as variacées de PDI ndo foram significativas para o copolimero
1 (diminuindo de 0,773 nm para 0,701) e para o copolimero 3 (aumento de 0,830 para
0,912). Para o copolimero 2, a reducéo foi um pouco mais significativa, mas os valores
ainda se mantiveram elevados (alterando de 0,810 para 0,600). Provavelmente, a
energia envolvida no processo de sonicacao favoreceu a interacdo entre as moléculas
de PEG, aumentando as interacdes entre as vesiculas poliméricas, levando a
formacdo de grandes agregados (como € possivel verificar nos graficos de DLS,
figuras 16 e 26), contribuindo para observacdo dos altos valores de PDI. Por esse
motivo, essa técnica nao foi selecionada para ser utilizada apdés a hidratacéo do filme
polimérico.

As técnicas de centrifugacao, extrusao e e filtracdo mostraram-se eficientes em
reduzir o tamanho das vesiculas obtidas apos a hidratacdo do filme polimérico. A
técnica de filtracdo, entretanto, foi descartada uma vez que nao leva a uma diminuicéo
real do tamanho das nanoestruturas obtidas. O emprego da técnica de filtracao

apenas seleciona estruturas dentro do tamanho de interesse, através do tamanho do
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poro da membrana de filtracdo empregada. Por esse motivo, considerando que a
guantidade de estruturas obtidas com tamanho inferior a 300nm corresponde a uma
pequena porcentagem dentro do sistema obtido, a aplicacdo dessa técnica nas
amostras levou a uma consideravel diluicdo dos sistemas, impossibilitando assim a
sua utilizacao.

Considerando que a centrifugacdo e a extrusdo apresentaram o mesmo perfil
de estruturas obtidas, analisando-se o tamanho das nanoestruturas e os valores de
PDI, a cetrifugacéao foi escolhida como a técnica a ser utilizada apds a obtencéo do
filme polimérico pois € uma técnica mais rapida, e escalonavel. O emprego da
centrifugacdo nos sistemas permitiu a remoc¢do de nanoestruturas maiores e
moléculas de polimero que precipitam antes da agregacdo (bulky copolymer),
contribuindo assim para a homogeneidade do sistema com consequente dimunui¢cao
do valores de PDI. Apesar da dimuicdo observada com o emprego da centifugacéao,
os valores de PDI obtidos para os copolimeros 1 e 2 (0,314 e 0,358, respectivamente)
anda encontram-se relativamente altos para emprego em formulacdes intravenosas.
A diminuicdo no PDI também foi observada nas amostras submetidas a extrusao.
Ainda que os valores de PDI estejam acima dos valores desejaveis para aplicacdo
farmacéutica, pode-se dizer que, em comparacdo aos valores de PDI obtidos na
amostra obtida sem nenhuma técnica pds-filme, ha consideravel diminuicdo nos
valores observados. Desta forma, é possivel afirmar que empregando-se a técnica de
centrifugacdo € possivel atender as expectativas de nanoestruturas com tamanho
proximo a 200 nm com o copolimero 3 (Dh = 242,7 nm) enquanto que os copolimeros
1 e 2 resultam em polimerossomos maiores (Dn = 380,5 e 421,9 nm para 0s

copolimeros 1 e 2, respectivamente).
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Figura 12. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apds obtencdo dos
polimerossomos pela técnica de hidratacéo do filme polimérico empregando-se o copolimero 1 (PEG-

PCL 2000:5000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 9507 Peak 1: 4491 100,0 72,16
Pdl: 0,773 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,951 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Refer to quality report
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Figura 13. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada ap06s centrifugagdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 1

(PEG-PCL 2000:5000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 389,6 Peak 1: 3805 94,8 156,3
Pdl: 0,314 Peak 2: 5138 52 5206
Intercept: 0,892 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
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Figura 14. Analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apds extrusdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 1
(PEG-PCL 2000:5000)

Size % Intensity 5t Dev
Z-Average (d.nm): 2651 Peak 1: 2645 97,2 1131
Pdl: 0,371 Peak 2: 4988 28 6148
Intercept: 0,901 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result Refer to quality report
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Figura 15. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apoés filtragdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagéo do filme polimérico empregando-se o copolimero 1
(PEG-PCL 2000:5000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 1512 Peak 1: 171,58 98,6 69,85
Pdl: 0201 Peak 2. 5044 1,4 5864
Intercept: 0,867 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Refer to quality report
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Figura 16. Analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apds sonicacdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 1
(PEG-PCL 2000:5000)

Size % Intensity 5t Dev
Z-Average (d.nm): 4373 Peak 1: 2449 70,7 73.51
Pdi: 0,701 Peak 2: 620.6 271 177,86
Intercept: 0,985 Peak 3: 5446 2.2 2711

Result Refer to quality report
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Figura 17. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apds obtencdo dos
polimerossomos pela técnica de hidratacéo do filme polimérico empregando-se o copolimero 2 (PEG-
PCL 5000:11000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 1113 Peak 1: 5521 100,0 75,24
Pdi: 0,810 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,983 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report
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Figura 18. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apo6s centrifugagdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 2
(PEG-PCL 5000:11000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 4853 Peak1: 4219 954 98,83
Pdl: 0,358 Peak 2: 5361 4,6 3335
Intercept: 0,851 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Refer to quality report
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Figura 19. Analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apo6s extrusdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratacdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 2
(PEG-PCL 5000:11000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 1987 Peak 1: 204,3 a7.8 76,24
Pdl: 0,259 Peak 2: 5160 2.2 555.,5
Intercept: 0,882 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result

Refer to quality report
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Figura 20. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apés filtragdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 2
(PEG-PCL 5000:11000)

Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 4659 Peak 1: 1801 99.5 £9.85
Pdl: 0,194 Peak 2: 5381 0.5 321,86
Intercept: 0,872 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result Refer to quality report
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Figura 21. Analise de espalhamento de luz dinamico (DLS) realizada ap6s sonicacdo dos

polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 2
(PEG-PCL 5000:11000)

Size % Intensity St Dewv
£-Average (d.nm): 123 4 Peak 1: 2123 89.0 8117
Pdl: 0,600 Peak 2: 5531 9.7 0.8856
Intercept: 0,873 Peak 3: 5033 1.3 6140
Result Refer to quality report
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Figura 22. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada apés obtencdo dos
polimerossomos pela técnica de hidratacéo do filme polimérico empregando-se o copolimero 3 (PEG-
PCL 5000:13000)

Size % Intensity St Dev

Z-Average (d.nm): 1466 Peak 1: 650,0 100.0 81,72
Pdl: 0,530 Peak 2: 0,000 0.0 0,000

Intercept: 1.04 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Refer to quality report
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Figura 23. Andlise de espalhamento de luz dinAmico (DLS) realizada apds centrifugacdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratacdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 3

(PEG-PCL 5000:13000)
Size % Intensity St Dev
Z-Average (d.nm): 2210 Peak 1: 2427 938 85,73
Pdi; 0,214 Peak 2: 53 1,1 3504
Intercept: 0854 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report
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Figura 24. Analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada ap6s extrusdo dos
polimerossomos obtidos pela técnica de hidratagdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 3

(PEG-PCL 5000:13000)

£-Average [d.nm):
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Figura 25. Andlise de espalhamento de luz dinamico (DLS realizada ap0s filtracdo dos polimerossomos
obtidos pela técnica de hidratacdo do filme polimérico empregando-se o copolimero 3 (PEG-PCL
5000:13000)

Z-Average (d.nm):
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Figura 26. Andlise de DLS realizada apés filtracdo dos polimerossomos obtidos pela técnica de
sonicagédo do filme polimérico empregando-se o copolimero 3 (PEG — PECL 5000:13000)

Size % Intensity St Dev
£-Average (d.nm): 329 7 Peak 1: 967.0 k5.6 3483
Pdl: 0912 Peak 2: 2258 s 58,53

Intercept: 0,884 Peak 3: 4,739 10,7 0,6462

Result Refer to quality report
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A estrutura vesicular dos polimerossomos foi confirmada através de
microscopia eletrénica de transmissdo. Na figura 27 € possivel observar uma estrutura
de formato arrendodado com a presenca da membrana hidrofébica apresentando-se
em maior destaque ao redor do nucleo aquoso, devido a presenca do corante
hidrofébico utilizado (vermelho do nilo) e em cinza o seu interior aquoso. O tamanho
observado através da andlise microscépica (aproximadamente 120nm, 200nm e
120nm para os copolimeros 1, 2 e 3) foi relativamente menor do que os os valores
obtidos quando comparados as amostras analisadas por DLS apés a centrifugacao
dos sistemas que apresentaram tamanhos aproximados de 380, 422 e 243 nm para
0s copolimeros 1, 2 e 3, respectivamente.

A variacao observada entre os valores obtidos por analise de DLS e anélise por
microscopia € considerada normal pois sabe-se que a técnica de DLS fornece o

diametro hidrodinamico da particula, o que consiste na representacdo da interacao
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das moléculas de agua com a superficie hidrofilica das vesiculas formadas.
Considerando a grande porcdo de poli(etileno glicol) nas superficies de nossas
vesiculas podemos dizer que o raio hidrodinamico pode estar colaborando de maneira
significativo para o tamanho dos polimerossomos observados por DLS, técnica mais
adequada portanto para estimativa de tamanho de nanoestruturas dessa natureza.
Além disso, como discutido anteriormente, a analise por DLS aplicada aos
sistemas corresponde a uma média de tamanho das estruturas analisadas e, embora
0s sistemas sejam monomodais, ainda existe variacdo no tamanho das estruturas e a
analise de microscopia pode ter revelado uma das estruturas menores considerando-

se a variacao de tamanho apresentada no sistema.

Figura 27. Imagem de microscopia eletronica de transmissao correspondente a se¢éo transversal de
um polimerossomo. A - polimerossomos formados pelo copolimero 1 (PEG-PCL - 2.000:5.000). B -
polimerossomos formados pelo copolimero 2 (PE-PCL - 5.000:11.000). C - polimerossomos formados
pelo copolimero 3 (PEG-PCL - 5.000:13.000).

4.3. Encapsulagéo de proteinas nos polimerossomos

Os valores de eficiencia de encapsulacdo obtidos quando a técnica de
determinacao indireta de proteinas foi empregada para BSA e ASNase séo descritos

na tabela abaixo.
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Tabela 4 — Porcentagem de encapsulacdo de BSA e ASNase determinadas nos ensaios de
encapsulacdo por método indireto empregando-se os copolimeros 1 (PEG-PCL - 2.000: 5.000),
copolimero 2 (PEG-PCL - 5.000: 11.000) e copolimero 3 (PEG-PCL - 5.000: 13.000).

Proteina Copolimerol  Copolimero 2 Copolimero 3
BSA 21% 22% 25%
ASNase 20% 22% 23%

Os resultados permitem inferir que nao existe diferenca nos valores de
encapsulacdo encontrados para BSA e ASNase nas condigbes empregadas. Além
disso, estudos anteriores envolvendo polimerossomos obtidos a partir diferentes
copolimeros mostraram a possibilidade de encapsulagédo de proteinas. O’Neil et al
(2013) mostrou que a hidratacdo de filmes poliméricos de poli(etileno glicol)-b-
poli(sulfato de polipropileno) resultaram em polimerossomos com taxas de
encapsulacéo de 37% para ovalbumina, 19% para BSA e 15% para y-globulina bovina
0 que corrobora com os valores de taxa de encapsulacéo obtidos nesse trabalho pela
técnica indireta. A maioria dos estudos publicados determina a eficiéncia de
encapsulacdo através da técnica indireta. No entanto, acreditamos que essa
metodologia pode superestimar o valor de proteina encapsulada, principalmente
considerando-se que a centrifugacdo compde uma das etapas empregadas.

Durante a centrifugacdo as cadeias de PEG podem interagir entre si formando
uma malha polimérica capaz de aprisionar a proteina livre, ndo encapsulada. Dessa
maneira, a quantidade de proteina remanescente no sobrenadante seria inferior a real
quantidade de proteina ndo encapsulada e ndo representaria exatamente a diferenca
entre a massa inicial de proteina e a massa de proteina encapsulada.

Para comprovarmos se esse fenbmeno estava ocorrendo, uma nova analise foi
realizada empregando-se a técnica de cromatografia de exclusdo molecular para

separacao dos polimerossomos obtidos das proteinas ndo encapsuladas. Para tanto,
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o protocolo de obtencédo e encapsulacao de proteinas foi repetido empregando-se os
copolimeros 1, 2 e 3. Em seguida, a purificacdo dos polimerossomos foi realizada por
cromatografia de exclusdo molecular (FPLC) e a quantidade de proteina nas fracoes
nao correpondentes aos polimerossomos foi determinada utilizando o método de BCA.
Os cromatogramas séo apresentados nas figuras 29, 30, 31, e 32 (para as analises
de encapsulacédo de BSA) e nas figuras 33, 34 e 35 (para as analises de encapsulacao
de ASNase). A partir da integracdo do pico correspondente a proteina livre
(desconsiderando a fracdo agregada), e da solucdo de proteina inicial (utilizada
durante a hidratacdo do filme polimérico, obtivemos as taxas de encapsulacao
descritas na tabela 5.

Tabela 5 — Porcentagem de encapsulacdo de BSA e ASNase determinadas nos ensaios de
encapsulacdo por método indireto por cromatografia de exclusdo molecular empregando-se o0s

copolimeros 1 (PEG-PCL - 2.000: 5.000), copolimero 2 (PEG-PCL - 5.000: 11.000) e copolimero 3
(PEG-PCL - 5.000: 13.000).

Proteina Copolimero1l  Copolimero2 Copolimero 3
BSA 3,3% 1,9% 7.2%
ASNase 1,1% 5,4% -

Na cromatografia de exclusdo molecular, a ordem de eluicdo segue tipicamente
a massa molecular, sendo que as moléculas com maior massa molecular eluem
primeiro. A analise dos cromatogramas de BSA revelam que, para essa proteina ha
uma maior agregacao proteica pois além do pico correspondente a BSA, observarmos
nos 4 cromatogramas a existéncia de picos que aparecem em um volume menor de
eluicdo, e que, portanto, apresentam maior peso molecular, podendo ser associada a
formacao de agregados. A porcentagem de proteina agregada variou de 20% a 27%
nas amostras avaliadas indicando que maiores concentracdes de proteina poderiam

dificultar a encapsulagcdo nos polimerossomos ja que uma maior porcentagem de
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proteina estaria agregada. A andlise dos cromatogramas de ASNase, no entanto,
revelaram pouca agregacao, uma vez que somente um pico foi observado em volume
de eluicho menor do que aquele correspondente a proteina tetramérica e com
porcentagem (em area) insignificante. Nesse sentido, para os sistemas contendo
ASNase, novos ensaios poderiam ser realizados considerando concentracdes
maiores de proteina na solucéo de hidratacéo do filme polimérico.

Ndo € possivel observar nos cromatogramas apresentados um pico
correspondente aos polimerossomos, isso acontece, pois, as vesiculas poliméricas
nao absorvem em 280nm, comprimento de onda empregado no ensaio. Entretanto,
as fracOes iniciais coletadas antes que se observasse pico correspondente a proteina
livre foram agrupadas e analisadas por DLS. Um pico correspondente aos
polimerossomos foi observado no DLS, confirmando a eluicdo da nanoestrutura ja no

volume morto da coluna, devido ao tamanho desses (Figura 28).

Figura 28. Andlise de DLS realizada ap0s concentragdo das fracdes de 1 a 18 obtidas da andlise de
FPLC (PEG-PCL 3000:5000)

Size % Intensity St Dev (d.nm)
Z-Average (d.nm): 1880 Peak 1: 1696 1000 45 48
Pdi: 0,314 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,902 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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A fracdo das amostras correspondentes aos polimerossomos, concentrada, foi
rompida com cloroférmio com objetivo de determinar a quantidade real de proteina
encapsulada, entretanto essa quantificacdo ndo foi possivel. Acreditamos que a baixa
guantidade de proteina nas vesiculas justifique essa dificuldade, provavelmente a
concentracdo de proteina esta abaixo dos valores de deteccéo pela técnica de BCA.

Tais achados reforcam a teoria descrita anteriormente de que, durante a
centrifugacéo, as cadeias de PEG podem interagir entre si formando uma malha
polimérica capaz de aprisionar a proteina livre, ndo encapsulada. Dessa forma,

guando o sistema € submetido a cromatografia, ha a separacédo da proteina livre e

guantificacdo mais precisa da proteina ndo encapsulada.

Figura 29. Cromatograma de uma solugdo de BSA (Img/mL). Pico 1, com area correspondente a
64,5405. Pico 2, com &rea correspondente a 108,0611. Pico 3, com &rea correspondente a 398,3230.
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Figura 30. Cromatograma de purificacdo dos sistemas contendo polimerossomos formados pelo
copolimero 1 (PEG:PCL 2.000:5.000) e BSA encapsulada. Pico 1, com area correspondente a 49,3722.
Pico 2, com area correspondente a 93.6455. Pico 3, com area correspondente a 385,1128.
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Figura 31. Cromatograma de purificacdo dos sistemas contendo polimerossomos formados pelo
copolimero 2 (PEG:PCL 5.000:11.000) e BSA encapsulada. Pico 1, com area correspondente a
48,7354. Pico 2, com area correspondente a 102,4419. Pico 3, com area correspondente a 390,6244.
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Figura 32. Cromatograma de purificacdo dos sistemas contendo polimerossomos formados pelo
copolimero 3 (PEG:PCL 5.000:13.000) e BSA encapsulada. Pico 1, com area correspondente a
31,7216. Pico 2, com area correspondente a 87,1552. Pico 3, com area correspondente a 369,3707.

mAT

400

300

200

100

6.0 2.0 10.0 12.0 14.0 ml

Figura 33. Cromatograma de uma solugdo de ASNase (1mg/L). Pico 1, com &rea correspondente a
95,2450.
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Figura 34. Cromatograma de purificacdo dos sistemas contendo polimerossomos formados pelo
copolimero 1 (PEG:PCL 2.000:5.000) e ASNase encapsulada. Pico 1, com area correspondente a
94,1793.
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Figura 35. Cromatograma de purificacdo dos sistemas contendo polimerossomos formados pelo
copolimero 2 (PEG:PCL 2.000:13.000) e ASNase encapsulada

mAU 13.02

1200 4

100 4

40

20 1
0.22

4
Pos

DS SO S S A S O T2 23 5261 TS0 OB TR 23 33 4] 3738591408 PR3 5

|&¥
[E%

0.0 5.0 10.0 15.0 200 ml

65



—_

(ng

Acumulado em massa

A encapsulacdo de proteinas consiste em desafio consideravel. Zhao et al
(2017), discute sobre a necessidade de concentrar esforcos no desenvolvimento de
novas metodologias de encapsulacdo de moléculas hidrofilicas (incluindo proteinas e
agentes quimioterapicos) pois apesar das inumeras vantagens associadas aos
polimerossomos, a baixa taxa de encapsulacdo pode ser uma limitacdo a sua
utilizacdo clinica. No entanto, varias metodologias estdo sendo avaliadas para
melhorar a capacidade de encapsulacdo dos polimerossomos como, por exemplo, a
eletroporacdo e a técnica de photo-PISA anteriormente descrita (Blackman et al,

2017).

5.6. Ensaios de liberacéo

Os ensaios realizados com a enzima nao encapsulada (permeacao através da
membrane de dialise) mostram que a enzima € capaz de permear a membrana de
didlise e ndo foram observadas diferencas significativas entre as realacdes de 1:25 e
1:100 para dialisado e volume de dialise. Diante do exposto, para todos 0s ensaios

realizados com a ASNase empregou-se a relacédo de 1:25.

Figura 36. A. Relagdo entre o acumulado em massas (ug) e o tempo (horas) de liberagdo da enzima
L-Asparaginase ndo encapsulada, em ensaio de didlise. B. Rela¢do a porcentagem de enzima que
permeou a membrana de didlise em fungéo do tempo (horas). Propor¢éo de dialisado:volume de didlise
1:25mL.
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Figura 37. A. Relagéo entre o acumulado em massas (ug) e o tempo (horas) de liberacédo da enzima
L-Asparaginase ndo encapsulada, em ensaio de dialise. B. Relacdo a porcentagem de enzima que
permeou a membrana de dialise em fungéo do tempo (horas). Proporcéo de dialisado:volume de dialise
Proporcédo 1:100mL.
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Os ensaios de liberacdo da proteina encapsulada indicam que ndo houve boa

correlacéo entre o tempo de ensaio e liveracdo de enzima encapsulada. Inicialmente,

todos os ensaios foram realizados em pH 7,4, entretanto, ap0s a realizacdo dos

primeiros ensaios e a verificacdo de que ndo estava sendo possivel observar a

liberacdo da enzima para o meio, novos ensaios foram realizados empregando-se pH

5,5. A justificativa para a reducédo do pH baseia-se no fato da acidificacdo do meio

teoricamente

facilitar

a hidrélise das

ligacbes ésteres das cadeias de

hY

poli(caprolactona) dos copolimeros, levando a ruptura das estruturas obtidas e a

consequente liberacdo da enzima. Entretanto, o que se pode verificar pela analise das

figuras 38, 39 e 40 € que a alteracéo no pH néo foi suficiente para observar a liberacéo

da enzima. Uma possivel explicacdo seria a lenta taxa de hidrolise do PCL devido a

espessa camada de PEG ao redor da bicamada de PCL dos polimerossomos. Uma

segunda possibilidade que justificaria a falta de correlagéo entre o tempo de liberacéo

e a quantidade de enzima liberada seria a baixa concentracdo da enzima

encapsulada, que ao ser liberada estaria a baixo da concentracdo de deteccao do

método.
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Figura 38. Relacgdo entre o acumulado em massas (Ug) e o tempo (horas) de liberacdo em ensaio de
dialise da enzima L-Asparaginase encapsulada em vesiculas poliméricas de copolimero 1 em pH 7,4

(A) e pH 5,5 (B).
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Figura 39. Relacdo entre o acumulado em massas (ug) e o tempo (horas) de liberagdo em ensaio de
dialise da enzima L-Asparaginase encapsulada em vesiculas poliméricas de copolimero 2 em pH 7,4

(A) e pH 5,5 (B).
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Figura 40. Relagéo entre o acumulado em massas (ug) e o tempo (horas) de liberagdo em ensaio de
didlise da enzima L-Asparaginase encapsulada em vesiculas poliméricas de copolimero 3 em pH 7,4

(A) e .pH 5,5 (B).

Acumulado de massas (ug)

Copolimero 3 (pH 7,4)

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

0,00 messe ® ®
0 10 20 30

Tempo (horas)

40

Copolimero 3 (pH 5,5)
1,00
0,80
0,60
0,40

0,20 B

Acumulado de massas (ug)

0,00 messe @ @
0 10 20 30 40

Tempo (horas)

68



Uma abordagem interessante a ser explorada no futuro consiste no
desenvolvimento de polimerossomos permeaveis a L-asparagina, substrato da
ASNase. Os polimerossomos permeaveis poderiam permanecer circulando no
sistema sem necessidade de liberacdo da enzima e atuariam como nanoreatores,
permitindo a penentragcdo do substrato e sua hidrolise enzimatica no interior das
vesiculas. Nesse sentido, acreditamos que vesiculas mistas compostas por PEG-PCL,
gue devido a suas caracteristicas quimicas confere robustez aos sistemas, associado
a um outro copolimero que resulte em regides mais permedaveis devido ao padréao de
empacotamento da bicamada, como € o caso dos Pluronics (poli(éxido de etileno)-

poli(6xido de propileno)-poli(6xido de etileno)), poderiam resultar em nanoreatores.
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6.Conclusao

Nesse trabalho desenvolvemos uma metodologia de obtencéo de vesiculas
poliméricas, denominadas polimerossomos, para encapsulacdo da enzima ASNase.
Utilizando a técnica de autoagregacdo por hidratacdo do filme polimérico com
posterior centrifugacédo dos sistemas, obtivemos polimerossomos com tamanhos que
variaram de 200 a 380 nm compostos por copolimeros de PEG-PCL de diferentes
massas moleculares e proporcdes de PEG e PCL.

Os sistemas obtidos, entretanto, apresentaram baixa taxa de encapsulacéo
e, nesse sentido, assim como discutem outros autores, outras técnicas de
encapsulacdo devem ser melhor estudadas e novas alternativas devem ser propostas
como, por exemplo, a técnica de eletroporacdo que vem ganhando destaque entre as
técnicas de encapsulacdo por apresentarem taxas de encapsulacao superiores. Nao
obstante, nosso resultados mostram-se promissores pois demonstram a possibilidade
de obtencdo das estruturas propostas e a encapsulacdo da proteina nos
polimerossomos, entretanto a encapsulacdo ainda precisa ser melhor compreendida
e investigada.

Com relacdo as ténicas de determinacdo da taxa de encapsulacéo
observamos que a técnica de determin¢do por centrifugacdo pode superestimar a
guantidade de proteina encapsulada e nesse sentido, a quantificacdo indireta
empregando-se cromatografia de exclusdo molecular ou ainda a quantificacdo direta
das proteinas no interior dos polimerossomos devem ser preconizada. Esse resultado
tem consideravel importancia dado que a maioria dos trabalhos sobre encapsulacao
de proteinas em polimerossomos apresenta resultados de taxa de encapsulagéo

obtidos por método indireto.
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Os ensaios de liberacdo apresentaram-se inconclusivos pois, provavelmente,
a quantidade de proteina encapsulada estava abaixo dos limites de detecéo da técnica
de BCA. No entanto, a liberacdo da pouca quantidade de proteina pode estar
acontecendo sem que seja possivel quantificar.

Sem duvidas, considerando que o desenvolvimento de vesiculas poliméricas
€ uma abordagem relativamente nova, muitos estudos ainda precisam ser realizados
para melhor compreensédo desses sistemas, entretanto, acreditamos que comparado
aos lipossomos, os polimerossomos apresentam alternativa interessante devido a
maior estalididade quimica, o que pode permitir a utilizacdo em diversas situacdes em

os lipossomos falharam por sererm pouco estaveis.
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