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EPIGRAFE

Eu teria que nascer e viver muitas vezes para compreender as complexidades e
contradic@es inerentes a cada um dos topicos do campo da minha pesquisa de doutorado,
por exemplo s6 para o termo “self-assembled nanostructures” o google académico me
mostrou 490.000 resultados em junho de 2018, se o faco o mesmo exercicio para o
descritor “protein encapsulation”, 0 resultado é ainda maior e 329.000 artigos aparecem
na mesma data, ou seja, fazendo um calculo grosseiro, se eu quisesse ter acesso a todas
estas publicacdes ao longo dos 04 anos de doutorado, eu deveria ter lido até 300 papers
por dia para cada topico.

Mas 6bvio que isso é uma extrapolacdo, nenhum doutor precisou de tal
aprofundamento e isso ndo tira o mérito do esforco empreendido para se ter uma tese em
maos, mas deveria pelo menos alertar que ha uma lacuna gigante, seja la qual for nosso
campo de doutoramento e ela permanecera la e isso torna a ciéncia imortal. Na verdade,
nossas respostas serdo sempre incompletas e as perguntas como disse Voltaire me
parecem mais importantes que as repostas, pois provocam, impulsionam, tiram do
conforto os cientistas que ndo se conformardo e irdo buscar entendimento para um
fendmeno.

No entanto, pior do que a consciéncia socratica de que nada sabemos é a nossa
alienacdo ao fato de que temos cerca de 200 mil doutores no Brasil segundo dados de
2017, que sdo muitas vezes brilhantes como futuros professores universitarios e
pesquisadores, mas que foram formados dentro de uma “bolha”. Se fazemos doutorado
porque queremos ser professores e pesquisadores no Brasil, precisamos saber que mesmo
com as politicas de cotas, muitos brasileiros ainda ndo chegam a universidade e pasmem,
temos cerca 12 milhdes de analfabetos no Brasil segundo o censo de 2017 do IBGE e
mesmo com uma populacdo que se autodeclara em sua maioria negra, 0s negros ainda sao

minoria na universidade. Segundo os dados mais recentes, que sdo de 2017, 10% dos



brasileiros detinha 43,3% da renda total do pais, na outra ponta, os 10% mais pobres
detinham apenas 0,7% da renda total, mesmo assim houve financiamento publico para
alguns como eu fazer um doutorado. Somos doutores em um pais que este ano correu 0
risco de voltar ao mapa da fome, ou seja, ha parte significativa da populacdo ingerindo
uma quantidade diaria de calorias inferior ao recomendado. Mas ndo para por ai, Somos
doutores em um pais onde a violéncia urbana tem matado mais que as guerras e 0
feminicidio no Brasil é real, uma mulher € assassinada a cada duas horas no Brasil.

Enfim se somos doutores no Brasil, o que faremos além das preciosas
contribui¢bes cientificas nos papers? Ou onde estaremos, além de nos incriveis
laboratorios e universidades? Bom, eu espero muito ser necessaria e poder estar em uma
boa universidade e produzido ciéncia de qualidade, mas também em tantos outros lugares
e junto a tantas outras pessoas do meu pais que ndo tiveram os privilégios que eu tive e
para as quais meu trabalho podera impactar tanto quanto que na comunidade formada por
doutores e grandes cientistas.

Alexsandra Apolinario (2018)

“Saber muito ndo lhe torna inteligente. A
inteligéncia se traduz na forma que vocé recolhe,
julga, maneja e, sobretudo, onde e como aplica esta
informacé&o."

Carl Sagan (1934-1996)
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RESUMO

APOLINARIO, A.C. Desenvolvimento e caracterizacdo de polimerossomos para
veiculacdo de L-asparaginase. 2018. Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

A enzima L-Asparaginase (ASNase) ¢ um biofamaco utilizado no tratamento da leucemia
linfobl&stica aguda, no entanto, a evolugdo da producdo da ASNase como um
medicamento desde o final da década de 1970 resultou em apenas quatro alternativas
disponiveis no mercado farmacéutico, com relatos de graves reagdes imunogénicas e
toxicidade. Desse modo, a nanotecnologia € uma plataforma que pode ser explorada para
administracdo dessa enzima diminuindo a exposi¢cdo da mesma a proteases e aumentando
a sua meia-vida aparente. Os polimerossomos (PL) sdo opc¢des que pela nanoestrutura
vesicular poderiam encapsular a ASNase em seu core aquoso e pela presenca de uma
membrana polimérica, sdo mais robustos que os lipossomos. Assim, neste trabalho
objetivou-se desenvolver PL para encapsulacdo da ASNase como uma alternativa as
formulacdes deste biofarmaco existentes. Foram desenvolvidos PL de PEG-PLA, PMPC-
PDPA, PEG-PDPA e Pluronic® L-21. Foram estudados fatores relacionados a
composicdo dos copolimeros (fracdo hidrofilica, responsividade a fatores externos tais
como pH e temperatura) e métodos de elaboragéo (hidratacdo do filme polimérico, troca
de pH e temperatura) bem como foi feita a caracterizacao dos PL obtidos (tamanho, indice
de polidispersdo, espessura de membrana, formacdo de excessivo bulk polimérico,
obtencdo de micelas). Também foi feito um planejamento racional para encapsulacdo da
ASNase (hidratacdo direta do filme polimérico e encapsulacdo por eletroporacéo,
autoagregacdo com encapsulacdo por troca de pH ou de temperatura). Para os PL
preparados com PEG-PLA, a extrusdo resultou em distribuicdo de tamanhos mais
estreitos correspondentes aos valores de PDI de 0,345, 0,144 e 0,081 para PEGas-PLAso,
PEG114-PLA1s3 € PEG114-PLA1g0, respectivamente. Foi demonstrado que copolimeros
com menor fracdo hidrofébica resultam em maior eficiéncia de encapsulacdo para
proteinas, ja que possuem volumes aquosos maiores. Com 0 PMPCos-PDPA;; foi possivel
encapsular em média trés unidades de ASNase por vesiculas através da eletroporacéo ou
troca de pH, sendo que no primeiro método houve formacdo de tdbulos e no ultimo
método as micelas ndo foram completamente removidas. Para PEG100-PDPAsgo, grandes
agregados permaneceram apés a purificacdo levando a um PDI alto, mas ndo foi
observada a formacdo de tubulos, ja a troca de pH para este copolimero resultou em maior
perda de copolimeros como bulk polimérico precipitado. Para o copolimero tribloco
Pluronic® L-121, foi observado que as vesiculas eram estaveis durante uma semana a
temperatura ambiente, contrariando o que era descrito na literatura. Nesses sistemas,
quando preparados por hidratacdo do filme, a encapsulacdo da ASNase foi realizada por
eletroporagcdo mas a proteina ndo foi detectada dentro das vesiculas. Atribuimos a nao-
encapsulacéo a organizagio da bicamada Pluronic® L-121 sem conformagéo definida das
cadeias polimeéricas, dificultando a reorganizacdo do bloco hidrofilico na porcéo interna
do poro durante eletroporacgéo. Por troca de temperatura, cerca de 5 % de ASNase foi
encapsulada e o método resultou em total recuperacdo da atividade da enzima. Desse
modo foram obtidos diferentes PL com diferentes caracteristicas nanoestruturais de
acordo com os copolimeros utilizados para carreamento da ASNase.

Palavras-chaves: L-Asparaginase; polimerossomos; autoagregacdo; copolimeros
anfifilicos
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ABSTRACT
APOLINARIO, A.C. Development and characterization of polymersomes for the
release of L-asparaginase, 2018. Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

The enzyme L-Asparaginase (ASNase) is a biopharmaceutical used in the treatment of
acute lymphoblastic leukemia, still the industrial production of ASNase as a marketable
drug since the late 1970s has resulted in only four alternatives available in the
pharmaceutical market, with reports of severe immunogenic reactions and toxicity. In this
sense, nanotechnology is a platform that can be exploited to administer this enzyme by
decreasing its exposure to proteases and increasing its apparent half-life. Polymerosomes
(PL) are interesting routes which by its intrinsically vesicular nanostructure could
encapsulate the ASNase in its aqueous core and by the presence of a polymeric
membrane, being more robust than the liposomes. Thus, in this work it was intended to
develop PL for ASNase encapsulation as an alternative to existing formulations of this
biopharmaceutical. PL of PEG-PLA, PMPC-PDPA, PEG-PDPA and Pluronic® L-21
were developed. It was studied the copolymers composition (i.e. hydrophilic fraction,
responsiveness to external factors such as pH and temperature), PL design (i.e. polymer
film hydration, pH change and temperature) and PL characterization (i.e. size,
polydispersity index - PDI, membrane thickness, formation of excessive polymer bulk,
micelles production). A suitable experimental planning for ASNase encapsulation (i.e.
direct hydration of the polymeric film and encapsulation by electroporation, self-
aggregation with encapsulation by pH or temperature change) was also performed. For
the PL prepared with PEG-PLA, the extrusion resulted in narrower size distribution
corresponding to the PDI values of 0.345, 0.144 and 0.081 for PEGas-PLAsy, PEG114-
PLA15s3 and PEGi14-PLA1s0, respectively. It has been shown that copolymers with lower
hydrophobic fraction result in higher encapsulation efficiency for proteins, since they
have larger aqueous volumes. With PMPCzs-PDPA7, PL, it was possible to encapsulate
three units of ASNase per vesicles through electroporation or pH change. In the first
method, tubules were formed and in the latter one the micelles were not completely
removed. For PEO100-PDPAgo PL, large aggregates remained after purification leading to
a high PDI value, nevertheless no tubule formation was observed, since the pH change
for this copolymer resulted in greater loss of copolymers as a precipitated polymer bulk.
For the Pluronic® L-121 triblock copolymer PL, it was observed that the vesicles were
stable for one week at room temperature, contrary to what was described in the literature.
These PLs were prepared by film hydration method and ASNase encapsulation was
performed by electroporation, nonetheless the protein was not detected within the
vesicles. It is attributed the non-encapsulation to the organization of the Pluronic® L-121
bilayer without defined conformation of the polymer chains, making it difficult to
reorganize the hydrophilic block in the internal portion of the pore during electroporation.
By temperature change, about 5% of ASNase was encapsulated and the method resulted
in complete recovery of enzyme activity. In conclusion, several PLs with a vast range of
differential nanostructural characteristics were obtained according to the copolymers used
for ASNase loading.

Keywords: L-Asparaginase; polymersomes; self-aggregation; amphiphilic copolymers.
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1 INTRODUCAO

O século XXI completou sua maioridade em 2018 e muitas sdo as conquistas da
pos-modernidade no ambito tecnoldgico, vivemos em uma época de avancos sociais
inegaveis no mundo e no Brasil, por exemplo vemos um grande apelo por uma maior
integracdo das instituigcdes cientificas e tecnoldgicas (ICTs) e o setor produtivo, o que foi
consolidado por lei, através do novo Marco Legal da Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo
aprovado no Decreto Federal n° 9.283, de 7 de fevereiro de 2018, que regulamentou a lei
n° 13.243, de 11 de janeiro de 2016, que visa aumentar as chances de o conhecimento
chegar as empresas e alavancar o desenvolvimento econémico e social do pais (BRASIL,
2018).

Neste sentido, a ciéncia desenvolvida nas universidades tenta acompanhar esta
evolucdo, mas na area biomédica alguns desafios permanecem de pé, sendo que as bases
para uma terapéutica segura e eficaz constituem ainda um gargalo para ciéncias
farmacéuticas e alguns estudos de provas de conceito (Concept proof) permanecem
necessarios. Por exemplo o desenvolvimento de novos sistemas para hanoencapsulacéo
de farmacos, pode ter diferentes apelos, como furtividade, resultando em diminui¢éo do
reconhecimento pelo sistema reticuloendotelial (KUSHWAH et al., 2018).

Destaca-se ainda o direcionamento a alvos com captacéo celular da nanoestrutura
e liberacdo intracelular dos farmacos (VISWANATHAN et al., 2016), ou mesmo
nanoestruturas dindmicas capazes ndo apenas de carrear farmacos, mas de executar
funcdes mediante estimulos externos ou de mimetizar processos biofisicos e bioquimicos
complexos como permeacdo de substratos e catalise enzimatica (JOSEPH et al., 2017).
Estas Gltimas aplicacdes sdo extremamente conceituais, mas ja foram anunciadas com

brilhantismo no Prémio Nobel de Quimico de 2016, recebido pelos cientistas Stoddart,
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Sauvage and Feringa com a proposta nos “nanorobds” que executariam agdes por meio
de estimulos externos.

As vertentes cientificas objetivando uma terapia racional se tornam ainda mais
complexas quando se trata de cancer, um conjunto de doencas nao negligenciadas, tanto
no aspecto clinico quanto académico, afinal os periédicos que publicam a respeito destas
patologias apresentam altos fatores de impacto. As publicag6es sobre novas abordagens
de tratamento de diferentes canceres crescem anualmente como mostra uma breve
pesquisa no Web of knowledge, usando os descritores cancer (Titulo) e nanocarreadores

(topico) limitando a busca até 2017 (Figura 1).
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Figura 1-Resultados por ano (2005-2017) apresentados pelo Web of knowledge, usando os descritores cancer (Titulo)
e nanocarreadores (topico).

Extrapolando os conceitos da sociologia humanistica descrita por Zygmunt Bauman
(BAUMAN, 2001), parece que na nanomedicina, estamos seguindo o rumo da
modernidade liquida descrita por ele para explicar a fluidez das relagdes em nosso mundo

contemporaneo, 0 que vemos é uma “matanga” generalizada de células e animais, mas
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pouca novidade no mercado farmacéutico. Um exemplo classico envolvendo a
nanotecnologia sdo as formas lipossomais de doxurribicina, um dos poucos exemplos
concretos de pesquisa na area que gerou um produto aprovado em 1995, sendo que 0
mercado global para este medicamento devera atingir um valor de US$ 1,39 bilhdo até
2024 segundo dados do site especializado Grand View Research (GRAND VIEW
RESEARCH, 2016).

Mesmo sendo um produto consolidado, um trabalho publicado em 2016 revelou
que h& diferencas entre as formulagdes lipossomais encontradas no mercado,
especialmente decorrentes de variagdes morfoldgicas, de nimero de vesiculas e tamanho,
as quais podem explicar as flutuagdes na mediacdo da resposta as vesiculas por parte do
sistema complemento em soros de humanos (WIBROE et al., 2016).

Estas lacunas sdo esperadas na nanomedicina quando pensamos por exemplo, que
apenas em 2014, ano que iniciei minha de doutorado, o Food and Drug Administration
(FDA) publicou um Guia (Guidance for Industry Considering Whether an FDA-
Regulated Product Involves the Application of Nanotechnology) para a industria
estabelecendo se um produto envolve ou ndo nanotecnologia na sua produgéo. De acordo
com esse guia, que a nanotecnologia é considerada quando um produto é projetado para
ter pelo menos uma dimenséo externa, ou uma estrutura interna ou de superficie, na escala
de aproximadamente 1 nm a 100 nm, desde que possam exibir propriedades ou fenémenos
relacionados a esta escala que sdo relevantes para avaliacfes de seguranca, eficacia,
desempenho, qualidade, impacto na satde publica. Considera-se ainda produtos com
propriedades fisicas ou quimicas ou efeitos bioldgicos, que sdo atribuiveis as dimensbes
do produto, mesmo que essas dimensdes se afastem da nanoescala, até um micrémetro

(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2014). Aliado a isso, em 2014 também, a
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) lancou seu Comité Interno de
Nanotecnologia.

Na verdade, a busca por sistemas de distribuicdo de farmacos (drug delivery) na
oncologia é extremamente importante, uma vez que apesar do cancer ndo ser uma doenca
negligenciada, a seletividade e seguranca da maioria dos farmacos usados séo baixas em
razdo da necessidade de extinguir o cAncer como doencga primaria pela sua gravidade. A
nanotecnologia é uma das principais abordagens das pesquisas modernas de drug
delivery, os nanocarreadores tém propriedades peculiares relacionadas ao tamanho
nanomeétrico e area superficial aumentada, o que lhes confere potencial para modular
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas de farmacos. Portanto, estes
sistemas sdo capazes de melhorar a estabilidade in vitro e in vivo de farmacos, prolongar
0 tempo de circulagdo sanguinea e permitir a liberagdo controlada e direcionada
(SAFARI; ZARNEGAR, 2014; WICKIl et al., 2015).

O emprego da nanotecnologia pode ser particularmente necessario para os agentes
quimioterapicos macromoleculares como proteinas, 0s quais apresentam maior
instabilidade fisico-quimica, estando susceptiveis a diminui¢do ou perda da atividade,
bem como in vivo podem ser imunogénicos. Um exemplo bastante usual de proteina usada
na quimioterapia € a L-asparaginase, a qual é a base do esquema terapéutico do tratamento
da leucemia linfoblastica aguda com étimos prognésticos, mas com sérios episodios de
toxicidade. Ao longo de seis décadas, abordagens de estudos biotecnoldgicos tém sido
aplicadas para contornar tal problema com existéncia hoje de quatro formas do
medicamento: L-asparaginase obtida de Escherichia coli, de Erwinia chrysanthemi, a
peguilada de E. coli e a recombinante de E. coli. No entanto, os estudos de

nanoencapsulacdo sdo poucos e no mercado farmacéutico ainda nao ha uma formulacéo
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de L-asparaginase em nanocarreador, 0 que representaria uma alternativa a forma
peguilada (BLACKMAN et al., 2018).

Polimerossomos sdo exemplos de nanocarreadores modernos e essencialmente
apropriados para encapsulacdo de proteinas por sua estrutura vesicular que permite que a
proteina seja protegida em um sistema reservatério e a natureza polimérica que é um fator
de estabilidade (APOLINARIO et al., 2017). No entanto, o carater inovador deles dentro
da nova “Era Criativa da Nanobiotecnologia”, bem como a estrutura complexa de
proteinas € um desafio para as nanociéncias. Diante do exposto, esta pesquisa prop6s o
desenvolvimento de polimerossomos para encapsulagdo da L-asparaginase a partir de
diferentes hipoteses tracadas. Mediante os resultados obtidos pelo nosso grupo no
Laboratorio de Nanobiotecnologia da FCF-USP (NANOBIO), procuramos construir um
paradigma com as possibilidades futuras deste novo delineamento terapéutico para

quimioterapia da leucemia linfoblastica aguda com L-asparaginase.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoestruturas poliméricas de
autoagregacdo do tipo polimerossomos para encapsulacdo da enzima L-asparaginase,
como uma alternativa as formas existentes deste biofarmaco para tratamento de Leucemia

Linfoblastica Aguda. Especificamente, objetivou-se:

O Delinear estratégias para obtencdo de polimerossomos de PEG-PLA, PMPC-
PDPA, PEG-PDPA e Pluronic® L-21;

O Caracterizar as nanoestruturas quanto ao tamanho e morfologia com uso de
espalhamento dinamico de luz e microscopia eletronica de transmissao;

O Estudar os fatores relacionados a composicao e métodos de elaboragdo associados
as caracteristicas estruturais dos sistemas de polimerossomos obtidos;

O Desenvolver estratégias de encapsulacdo da enzima L-asparaginase nos

polimerossomos obtidos.
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CAPITULO |

Visdo geral da Tese (Referencial Teorico)

Uma parte do referencial tedrico desta tese serviu de base para escrita de um
artigo de reviséo publicado na revista Quimica Nova, sendo o primeiro paper em
lingua portuguesa a descrever polimerossomos.

(http://quimicanova.sbqg.org.br/detalhe artigo.asp?id=6602)

Outra parte do referencial tedrico serviu de base para a escrita do artigo de
revisdo QbD-Based Development of L-Asparaginase Biobetters: Current Research
Status and Review of the Desirable Quality Profiles


http://quimicanova.sbq.org.br/detalhe_artigo.asp?id=6602
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CAPITULO I- REFERENCIAL TEORICO

1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA): UMA BREVE
APRESENTACAO DA PATOLOGIA OBJETO DO TRATAMENTO

“Untreated acute leukemia is a complex, fatal, neoplastic disease
(...). While leukemia as a recognized disease is over 100 years
old, the recorded history of effective palliative treatment of acute
leukemia dates from the introduction of Aminopterin by Farber
and associates in 1948.” (TIVEY, 1954)

A partir do trecho citado acima, se pode inferir que a leucemia linfoblastica aguda
(LLA) tem sido durante décadas um objeto de estudo com lacunas a serem preenchidas
especialmente na sua terapéutica. O tratamento farmacol6gico desta patologia teve inicio
na década de 40, no entanto a doenca j& era conhecida ha mais de 100 anos antes.
Atualmente, mesmo com toda evolucéo proporcionada pela pesquisa e desenvolvimento
(P&D) na industria farmacéutica, a LLA é uma patologia que implica em mortalidade em
cerca de 10% dos casos relatados em criangas e que permanece como principal causa de
morte relacionada ao cancer em criancas e jovens, decorrente de complicagdes (INABA,;
GREAVES; MULLIGHAN, 2013; IACOBUCCI et al., 2016).

A LLA é uma neoplasia maligna do sistema linfopoético caracterizada pelo
crescimento anormal e pouco diferenciado das células linfoides precursoras das linhagens
de linfocitos B ou T, nas quais o tempo de sintese de acido desoxirribonucleico (DNA,
do inglés deoxyribonucleic acid) é maior em relacéo aos tecidos normais (FONTANA et
al., 2018). Como consequéncia, os elementos hematopoéticos normais sao rapidamente
substituidos por células linfoides imaturas, dai a classificagdo como aguda (STIENE-
MARTIN, LOTSPEICH-STEININGER & KOEPKE, 1998) o que resulta basicamente

em trés graves modificagdes nos parametros laboratoriais do paciente:
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e Diminuicdo dos eritrdcitos, ocasionando anemia e consequente fadiga, palidez e
mal-estar;

e Granulocitopenia, 0 que gera vulnerabilidade do paciente a infec¢des, com
quadros de febre e calafrios;

e Trombocitopenia, o que leva a episddios de hemorragia, com surgimento de
petéquias e epistaxe.

A causa priméaria de morte relacionada a LLA é a infeccdo com quadro de sepse e
em segundo lugar as hemorragias. No diagndéstico laboratorial mediante a analise do
sangue periférico é possivel visualizar células que em condi¢des normais seriam apenas
observadas na medula 6ssea como os linfoblastos (Figura 1.1). A analise da medula 6ssea
e orgdos linfoides como bago também revela condicdo de infiltracdo por estas células
(STIENE-MARTIN, LOTSPEICH-STEININGER & KOEPKE, 1998).

A B

p—_
¢
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Autor: Peter Maslak Autores: Peter Maslak; Susan McKenzie;
Categoria: Medula ossea reativa/ células hematopoiéticas normais, Categoria: Neoplasias Micloides e leucemia aguda (OMS 2016) ¢
com presenga de Os neutréfilos Neoplasias Linfoblasticas Precursoras/ Nesta imagem os blastos sao d
Data de publicagio: 10/01/2008 um caso de LLA com células precursoras B

Data de publicagio: 10/28/2002
Figura I.1- Diagnéstico laboratorial da Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA): Em A esta representada uma imagem do

sangue periférico de uma pessoa sem LLA e em B, a imagem é de um paciente com LLA, sendo evidente a grande
quantidade linfoblastos. Fonte: Adaptada de http://imagebank.hematology.org/, acessado em 01 de junho de 2018.

A causa da LLA é desconhecida, alguns indicios sdo frutos de estudos
epidemioldgicos e a patogénese da doenca engloba anormalidades moleculares quanto a
citogenética, por exemplo translocacdes entre os genes TEL e AMLI1, que estdo

associadas ao melhor prognostico das criancas durante o tratamento. As translocactes


http://imagebank.hematology.org/
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entre os genes BCR e ABL (denominada de cromossomo Filadélfia positivo), por sua vez,
predomina nos adultos e resulta na menor sobrevida destes pacientes uma vez que leva a
sintese de uma proteina quimérica com atividade tirosina-quinase muito elevada,
resultando em proliferacdo celular. A hiperdiploidia nas criancas com presenca de 40-50
cromossomos também é um fator que resulta em maiores chances de cura provavelmente
em razdo de uma maior sensibilidade aos farmacos (SCHAFFEL & SIMOES, 2008;
RELLING & RAMSEY, 2013; FONTANA et al., 2018)

De modo geral, ha muitos outros aspectos relacionados a fisiopatologia da LLA
que fugiriam ao objetivo desta tese, assim serd enfatizada a abordagem terapéutica da

doenca com foco no biofarmaco L-Asparaginase.
1.2 -L-ASPARAGINASE E UM POUCO DA HISTORIA: 60 ANOS DE ESTUDOS

“Like antifolate drugs, the potential utility of L-asparaginase in
treating cancer was discovered by accident and represents
another example of rational drug design that was later revealed
to exploit a metabolic difference between cancer cells and normal
cells.” (VANDER HEIDEN, 2011)

A L-Asparaginase (ASNase) (Figura 1.2)
é sem questionamento algum, o farmaco que atua
como componente principal no tratamento da

LLA infantil. A terapia geralmente inclui

também o uso de corticoides (prednisona e

dexametasona) que agem intracelularmente em  Figura 1.2-Cristal da L-asparaginase de
Escherichia coli (2.40 A): Representagéo 3D

receptores nucleares induzindo a apoptose das  Ppor cores relacionadas a hidrofobicidade da
proteina, sendo o vermelho relativo a

, . , . hidrofobicidade e o azul hidrofilicidade.
células linfoblasticas (INABA & PUI, 2012),  gonee: protein Data bank (Cédigo PDB:

3ECA).
vincristina, que atua nos microtibulos

blogueando a divisdo celular nas fases de metéfase/anafase (DUMONTET & SIKIC,
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1999), e em alguns esquemas terapéuticos sdo usadas antraciclinas como a doxorrubicina,
cujo mecanismo de acdo parece envolver prejuizo na funcdo da tropoisomerase Il levando
a intercalacdo com o DNA ou geracdo de radicais livres que danificam a membrana
celular, DNA e proteinas (THORNA et al., 2012).

A acdo farmacoldgica da ASNase na LLA sera discutida no proximo topico, no
entanto, antes vale a pena conhecer as etapas das pesquisas que culminaram com 0 uso
desse biofarmaco na terapia desta neoplasia. A evidéncia da agdo da ASNase como agente
antineoplasico especificamente para LLA foi pesquisada de modo muito bem planejado
por Dolowy em 1966 (DOLOWY et al., 1966). No entanto, os primordios da conotagdo
antineoplasica da ASNase deriva de observac6es de Kidd em 1953, em dois artigos nos
quais inicialmente foi relatada a reducao de linfomas em ratos apds aplicagdo do soro de
porquinhos da india. Nestas publica¢cBes ndo havia nenhuma associacdo entre o efeito
antineopléasico e a ASNase, pelo contrério foi divulgado que poderiam ser proteinas do
sistema complemento as responsaveis pela acao.

Anos apos os estudos de Kidd, Broome publicou o primeiro trabalho de apenas
duas paginas na revista Nature correlacionando a atividade quimioterapica do soro do
porquinho da india com a enzima ASNase (BROOME, 1961); nesse trabalho ele cita um
artigo de Clementi publicado em 1922, o qual afirmou que o soro de porquinho da india
apresenta altos niveis de ASNase (CLEMENTI, 1922), fato ndo considerado por Kidd.
Em 1963, Broome publicou mais dois trabalhos com a continuag&o dos seus estudos nos
quais evidencia o efeito antilinfoma desta enzima (BROOME, 1963a, 1963b).

Até entdo, as pesquisas ressaltavam a atividade quimioterapica da ASNase para
linfomas, Dolowy em 1966 foi o primeiro a mencionar a atividade antileucémica da
ASNase (DOLOWY et al., 1966). Antes disso, em 1964 um grupo de cientistas publicou

um trabalho sobre a obtencdo da ASNase a partir de Escherichia coli, o que foi refor¢ado
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em 1968 por Roberts, Burson e Hill que publicaram um estudo completo sobre a obtencéo
da ASNase a partir de Escherichia coli (ROBERTS; BURSON; HILL, 1968). Dez anos
apos este estudo, em 1978, a agéncia de assuntos regulatorios norte-americana Food and
Drug Administration (FDA) aprovou a primeira formulacdo de ASNase para uso
comercial, a Elspar® obtida de E. coli. Em 1994 foi aprovada a forma peguilada da
ASNase de E.coli, denominada pergaspargase (Oncaspar®), em 2011 foi lancada a
Erwinase®, enzima obtida de Dickeya chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi) (CHEN,
2015) e mais recentemente em 2016 a forma recombinante da ASNase de E. coli ASNase
(Spectrila®) foi aprovada na Europa para administracdo intravenosa (LANVERS-
KAMINSKY, 2017).

Ao longo de quase 60 anos de pesquisas, desde os ensaios de Kidd até hoje, as
principais frentes de estudos com a ASNase se concentram em quatro campos: i)
biotecnologia com obtencéo da enzima a partir de novas fontes, ii) biologia molecular por
meio da obtencdo de formas recombinantes da proteina, iii) peguilagcdo da enzima nativa
e iv) finalmente nanotecnologia, com encapsulacdo da biomolécula em nanocarreadores
ou nanorreatores; todas as abordagens buscam reduzir os maltiplos efeitos adversos

oriundos do tratamento com ASNase (0s quais serdo discutidos no tdpico seguinte).
1.2.1 Aspectos farmacoldgicos e bioquimicos da L-Asparaginase

“The design of many antineoplastic agents has been based
on atom or group replacement in normal metabolites. New
dimensions are being added to this approach (...) The
potential for developing macromolecular “drugs” such as
therapeutic enzymes and peptide hormone analogs must
be viewed as a whole new area for drug design
(HANDSCHUMACHER, 1977)”

A citacdo acima sugere que na década 70 os modelos de desenvolvimento de

farmacos tradicionais ja ndo eram suficientes para terapéutica do cancer e novas propostas
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eram necessarias buscando inovagdo; como bem cita o autor, macromoléculas como
enzimas representariam um novo insight e no préprio artigo citado é feita referéncia a
acao farmacoldgica da ASNase na LLA.

A ASNase, é um tetramero constituida por quatro monémeros idénticos (A, B, C
e D) com massa molecular total de 140-150 kDa, de modo que A interage com B e C
com D (Figura 1.3), sendo aceito por alguns que a atividade da enzima seria apenas
quando estruturada como tetramero. Os sitios ativos da enzima estdo localizados entre as
subunidades na porcao interior dos dimeros, cada dimero teria assim dois sitios ativos
formados pelos residuos do dominio N-terminal que interage com o dominio C-terminal

(SWAIN et al., 1993).

Figura 1.3- Esquema do tetramero da L-asparaginase, em modelo space filling, com seus quatro monémeros. Pode-se
ver as interagdes entre os dimeros A e C, e entre os dimeros B e D, onde ficaram os sitios ativos. Fonte: Protein Data
bank (Cddigo PDB: 3ECA).

De modo geral, o mecanismo de acao
H,N
farmacoldgica de uma enzima ocorre a partir da ligacéo OH

desta ao seu substrato, a ASNase atua sobre o o NH
2

Figura I. 4- Estrutura quimica do aminodcido L-

asparagina. Fonte: Desenhado pelo autor usando

programa Chemdraw.

aminoéacido asparagina (Asn) (Figura 1.4).
Bioguimicamente, a ASNase leva a deplecéo
da Asn porgue é uma amidohidrolase que catalisa a hidrélise deste aminoacido levando a

formacdo dos produtos L-aspartato e amoénia por meio de ataque nucleofilico promovido
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por um residuo de treonina e nao de serina como na maioria das hidrolases (VERMA et

al., 2014) (Figura 1.5).

(0]
Asparagina Intermediario aé:il-enzima
OoH 15
N A N OH + NH;
o} NH,
0 NH, Amonia
@] 2 0
-l——H/ \H
0 NH,
Aspartato

Figura 1.5- Esquema do mecanismo de acéo de agdo hidrolitica da L-asparaginase sobre a asparagina em
duas etapas: 1-Primeiro ocorre o ataque nucleofilico da enzima ao substrato asparagina formando um
intermediario acil-enzima e amonia. 2-Outro ataque nucleofilico acontece por parte de uma molécula de
agua que resulta na formacdo do aspartato e liberagdo da enzima livre. Fonte: Desenhado pelo autor usando
programa Chemdraw.

E aceito que o grupo carboxamida do residuo T12 do sitio catalitico promove um
primeiro ataque nucleofilico formando aménia e um intermediario acil-enzima, o qual
trata-se da ASNase ligada covalentemente ao substrato. Em seguida ocorre um segundo
ataque nucleofilico ao carbono carbonilico da Asn com participacdo dos residuos K162 e
T12 e entdo ocorre a hidrolise do intermediario levando a formagdo do aspartato e
liberacdo da enzima. O aspartato é transaminado em oxaloacetato, um intermediario do
ciclo de Krebs, ou convertido em fumarato durante o ciclo da uréia (ZHANG et al., 2014).

A Asn exerce importante papel na biossintese de proteinas, DNA, acido
ribonucleico (do inglés ribonucleic acid, RNA), além disso, a fase gap G1 da divisédo
celular é dependente deste aminoacido (UENO et al., 1997). As formas de obtencédo de
Asn pela célula sdo basicamente duas: captacdo da corrente sanguinea e sintese na propria
ceélula. Para as células tumorais, a Asn torna-se um nutriente ainda mais necessario, uma
vez que estas apresentam um aumento na taxa de proliferacdo e consequentemente

metabolismo acelerado. Aliado a isto, talvez o aspecto mais relevante € que, algumas
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linhagens de células tumorais ndo conseguem sintetizar Asn de novo porque apresentam
falta ou baixos niveis da enzima asparagina sintetase (ASNs) (ALI et al., 2016).

A ASNs catalisa a reacdo dependente de trifosfato de adenosina (do inglés,
Adenosine triphosphate, ATP), tendo a glutamina como fonte de nitrogénio, na qual
converte 0s aminoacidos aspartato e glutamina em Asn e glutamato
(BALASUBRAMANIAN; BUTTERWORTH; KILBERG, 2013). Do ponto de vista
genético, € aceito que a expressdo do gene para sintese desta proteina é reprimida em
células leucémicas, de modo resumido, o gene responsavel pela producdo da ASNs em
pacientes portadores de LLA passaria por um mecanismo epigenético de silenciacdo
génica por meio da metilacdo em residuos de cisteinas das chamadas ilhas de CpG, que
sdo dinucleotideos presentes em genes promotores (AKAGI et al., 2006).

Diante do exposto, percebe-se que 0 mecanismo de agdo da ASNase no tratamento
da LLA é por meio da degradacdo da Asn do meio extracelular, que é a fonte da qual as
células tumorais obtém esse aminoacido. Ocorre assim a inibicdo de fase G1 do processo
de mitose o que provoca a morte da célula leucémica por apoptose.

A toxicidade da ASNase mantem relagdo com seu mecanismo de a¢do uma vez
que a enzima também pode possuir atividade glutaminasica, ou seja, 0 mecanismo de
hidrélise também pode ocorrer com menor afinidade sobre a glutamina com formacéo de
glutamato e amonia, o que resulta em reagdes adversas como hepatoxicidade, pancreatite
e imunossupressdo (SUGIMOTO et al., 2015). Alguns autores, entretanto, ja citam que
sem a atividade glutaminasica a ASNase ndo teria efeito sobre o subtrato Asn. Um estudo
recente afirma que essa correlacdo sé seria verdadeira no caso das células apresentarem
ASNs (CHAN et al., 2014). Também sdo relatados casos de trombose, além de
deficiéncias nos fatores de coagulacdo como plasminogénio, proteina C, proteina S e

antitrombina. Uma explicacdo para isto seria que a ASNase reduziria a producdo de
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proteinas homeostasicas, bem como promoveria a ativacdo de células endoteliais
provocando trombose e consumo de proteinas da homeostase (TRUELOVE; FIELDING;
HUNT, 2013). Outra razdo para toxicidade da ASNase sdo as reacdes de
hipersensibilidade de alguns pacientes como edema, urticaria e até choque anafilatico em

razdo da origem bacteriana da enzima (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007).

1.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS E NANOENCAPSULACAO: CASO DA L-
ASPARAGINASE

A utilizacdo de enzimas como biofarmacos ndo tem como problemaética apenas a
toxicidade e a imunogenicidade relatadas no topico anterior, mas também ¢ dificil a
manutencdo da estrutura e estabilidade de proteinas em prateleira (shelf-life), a qual esta
sujeita a mudancas conformacionais, agregacao e desnaturacédo resultando na diminuicao
ou perda da atividade. A imobilizacdo de enzimas é definida como o confinamento de
uma enzima em uma fase diferente do substrato ou produto e é uma alternativa para
manter a estabilidade da enzima (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2012).

No caso da ASNase, um dos problemas mais complexos para se contornar é a
inativacdo silenciosa da enzima durante o tratamento devido a presenca de anticorpos
anti-asparaginases (ZALEWSKA-SZEWCZYK et al.,, 2007) e também proteases
lisossomais presentes nas células leucémicas (PATEL et al., 2009). A imobilizacdo da
enzima poderia ser uma alternativa para contornar este empecilho, uma vez que protege
a enzima da acdo de proteases e amplia o tempo de meia-vida catalitica in vivo (BOSIO
etal., 2016).

Ha diferentes formas de imobilizacdo enzimatica, sendo relatados na literatura trés
principais tipos: adsorcdo, ligacdes covalentes como crosslinking e encapsulacéo,
especialmente em nanoestruturas. A adsorcdo resulta de interacGes hidrofobicas entre a

enzima e o carreador incluindo forcas de van der Waals, interacGes ionicas e ligacdes de
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hidrogénio. Essas interacGes sdo relativamente fracas, sem alteraces na estrutura nativa
da enzima (DATTA,; CHRISTENA; RAJARAM, 2012; JESIONOWSKI; ZDARTA;
KRAJEWSKA, 2014). As ligacdes covalentes ocorrem na prépria cadeia de aminoacidos
em residuos como os de arginina, lisina, &cido aspartico e histidina. Na imobilizacdo por
crosslinking é utilizado um agente bifuncional como, por exemplo, glutaraldeido. A
encapsulacdo trata-se da imobilizagdo por inclusdo, quase sempre sem ligagdo ao material
carreador e é bastante explorada no campo farmacéutico uma vez que protege a enzima
de exposicdo a proteases, agregacdo e mudancas conformacionais (ROTHER &
NIDETZKY, 2014).

No caso da ASNase, a literatura revela diversos casos de imobiliza¢éo da enzima,
VINA, KARSAKEVICH & BEKERS (2001) relataram a producdo de um gliconjugado
da L-asparaginase de Erwinia carotovora por meio de ligacao covalente ao polissacarideo
levano através de uma reacao de oxidagdo com uso de periodato de potéssio seguido por
alquilacdo redutiva sendo que a reacdo ocorre nos residuos de lisina da enzima. A
conjugacao foi realizada na faixa de pH 9-9,2 na qual os grupamentos aminicos encontra-
mse preferencialmente desprotonados. Segundo os autores, quando utilizados levanos de
alto peso molecular observou-se diminuicéo da atividade da ASNase, aumento do Kwv da
enzima, aumento na faixa de pH 6timo e aumento da estabilidade térmica. A imobilizagdo
covalente da ASNase foi também feita em suportes de agarose altamente ativados seguido
por crosslinking com aldeidos de alto peso molecular obtidos de dextrana. A técnica
resultou em diminuicdo na atividade da enzima imobilizada a medida que o suporte era
mais ativo talvez por ocasionar alguma modifica¢do na estrutura quaternaria da proteina,
no entanto, resultou em aumento da meia-vida da ASNase (BALCAO et al., 2001).

Imobilizagdo por crosslinking com glutaraldeido também ja foi realizada

empregando-se sericina (proteina da seda), o que resultou em maior estabilidade térmica,
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menor Kwv e maior resisténcia a degradacédo por tripsina (ZHANG et al., 2004). A ASNase
imobilizada em superficies de poli(metil metacrilato) com amido resultou em todos as
vantagens citadas acima e ainda aumentou a faixa de pH étimo (ULU; KOYTEPE; ATES,
2016). A encapsulacdo da enzima, especialmente em nanoparticulas € uma vertente de
grandes possibilidades uma vez que a nanotecnologia pode proteger a enzima de possiveis
formas de inativagdo in vivo (SAFARI; ZARNEGAR, 2014).

De modo geral, ha uma gama de diferentes materiais nos quais a ASNase ja foi
adsorvida: Albumina, peptideos poli (D,L-alanina), dextrana, sulfato de dextrana,
quitosana, N,O-carboximetilquitosana, frutose, levan, inulina, alginato, fibra de seda,
sericina de seda acidos graxos BSA, fosfolipideos, PEG, PEG-albumina alginato-gelatina
de célcio, poli (dextrano / L-arginina)-CaCOs, PEG-quitosana e glicol-quitosana, entre
outros (ULU; ATES, 2017).

A nanoencapsulagdo da ASNase em nanoparticulas classicas (nanoesferas e
nanocaspsulas) e lipossomos ja foi descrita na literatura, no entanto ainda ndo existem
formulagdes com esses nanocarreadores em uso clinico (CRUZ et al., 1993; TEODOR et
al., 2009; HA et al., 2010; ZHANG et al., 2011). A tabela 1.1 exibe alguns exemplos de

estratégias de nanoencapsulacdo ja estudadas para ASNase.



Tabela 1.1- Estratégias de nanoencaspulagdo para L-Asparaginase (ASNase).
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Caracterizacao

Eficiéncia de encapsulacao

glutaraldeido

Sistema Polimero/metal/lipidio Técnica das nanoestruturas 0U recuperagao de Referéncia
atividade
. o - Tamanho e morfologia por
coﬁ?enr? dpc?:Ig::zl?rsna F;%!'sgaifng Ir?l(;f: nﬁglgéﬁ; Irlcl%) Dupla espalhamemto de luz dinamico 77,88 % para ASNase livre e Vv AS(fJLIJDRI’EIV ot
| ' emulsificacdo (DLS) e microscopia electronica de 65,1 % peguilada
peguilada kDa al., 2011)
varredura (MEV)
i - 0,
) Quitosana e Gelatinizagio Ta_manho e morfo[ogla por 59,1 70,8~ % dependgndo das (BAHREINI
Nanoparticulas Trivolifosfato de sodio ionotrénica microscopia eletronica de proporc¢Bes dos polimeros et al,, 2014)
P P transmissdo (MET) e DLS usados "
Poli (&cido lactico-co-glicdlico) Dupla (MANUELA
Nanoparticulas 50:50 com massa molecular 30 upia Tamanho e morfologia por MET 5% GASPAR et
emulsificacdo
kDa al., 1998)
0 . x
Poli-(3-hidroxibutirato-co-3- Dupla ?)g(;]il/;g: ;aze;lglr;r/l)apnaarc; (BARAN;
Nanoparticulas hidroxivalerato emulsificacdo Tamanho e morfologia por MEV enzima peguilada AZZO%I;)E‘
. Poli (&cido lactico-co-glicdlico) Dupla - 26-70 % dependendo da fase  (WOLF et al.,
Nanoparticulas 50:50 emulsificacio Tamanho por difracdo a laser aquOsa usadab 2003)
Reacdo 5 0
Microparticulas Sericina da seda com 50-200KDa crosslinkincom Tamanho por difracdo a laser Reten(;a_o .de 62 % de (ZHANG et
atividade al., 2004)




Continuacdo Tabela |.2- Estratégias de nanoencaspulacdo para L Asparaginase (ASNase).
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Sistema

Polimero/metal/lipidio

Técnica

Caracterizacao das
nanoestruturas

Eficiéncia de
encapsulacéo ou
recuperacdo de atividade

Referéncia

Nanoesferas ocas

Nanoparticulas
magnéticas

Lipossomos

Lipossomos

Lipossomos

Vesiculas complexas
de polions (PICsomos)

Polimerossomos

Alginato-graft-polietilenoglicol,
a-ciclodextrina,

Oxido de ferro, dxido de silicio,
poli (2-vinil-4,4-dimetil
azalactona)

Fosfatidilcolina, colesterol e
outros lipidios

Fosfatidilcolina, colesterol e
outros lipidios com e sem carga

Fosfolipidios de soja e colesterol
Polietilenoglicol (PEG) e
homoionémeros

Poli (6xido de etileno) -poli (2-
hidroxipropil metacrilate)

Autoagregacao

Formag8o em meio
alcalino

Hidratac&o do filme
seguida ou ndo
por extrusao

Hidratacdo do filme
seguida de filtracdo

Evaporagdo em fase
reversa

Interacdo eletrostatica em
meio aquoso entre cargas
opostas
Autoagregacdo induzida
por polimerizagdo

Tamanho e morfologia
por MET e DLS

Tamanho e morfologia
por MET e DLS

Tamanho por DLS

Tamanho e morfologia
por DLS e MEV,
potencial zeta

Tamaho e morfologia
por MET e DLS,
potencial zeta

Tamanho e morfologia
por DLS e Crio-MET

Tamanho e morfologia
por DLS e Crio-MET

37-80 % dependendo da
concentracdo de polimero
usado

318 ug.mg* de enzima por
nanoparticula

40 % para amostra
extrudada e 80 % para
amostra ndo-extrudada

1,95% para lipideos
neutros 2,39 para positivos
e 2,35 % para negativos

66,47 %

91% dos PICsomos
continham pelo menos uma
ASNase

9%

(HA et al., 2010)

(MU et al., 2014)

(CRUZ; GASPAR,
1993)

(ANINDITA;
VENKATESH,
2012)

(WAN et al., 2016)

(ULU & ATES,
2017)

(BLACKMAN et
al., 2018)
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Ao observar-se a Tabela 1.1 é possivel ver uma predominancia de sistemas de
liberacdo para ASNase com emprego de polimeros, o que confere estabilidade ao
nanocarreador em relacdo por exemplo a lipidios, bem como possivelmente possuindo
caracteristicas furtivas, evita a imediata imunogenicidade da enzima. Por outro lado, a
nanoestrutura vesicular dos lipossomos (LP) agrega a este nanocarreador indmeras
possibilidades de aplica¢fes na industria farmacéutica por permitir a encapsulagdo em um
core com carater hidrofilico, o que seria ideal para proteinas como a ASNase, no entanto,
como ja mencionado acima, a natureza lipidica destes nanocarreadores poderia levar a
instabilidade destas nanoestruturas (DISCHER et al., 1999). Neste sentido, 0s
polimerossomos (PL) sdo vesiculas poliméricas analogas aos LP, porém a constituicao
ndo é baseada em fosfolipidios, mas em copolimeros anfifilicos. Assim, PL unem as
vantagens da estabilidade conferida pelas cadeias poliméricas com a estrutura de
reservatorio vesicular. O topico seguinte detalha essas nanoestruturas que sdo foco desta

tese.

1.4 POLIMEROSSOMOS: UMA BREVE CONTEXTUALIZACAO

“Polymersomes: tough vesicles made from diblock copolymers”

(DISCHER et al., 1999)

A citacdo acima trata-se do titulo do primeiro
trabalho académico que nomeou vesiculas poliméricas
como polimerossomos (Figura 1.6) e deu inicio ao uso

da terminologia especialmente na nanotecnologia

farmacéutica, sendo os PL considerados um dos mais \nolimt’rosmmo

L-asparaginase

modernos sistemas de drug delivery. Apesar de ndo
ter passado nem duas décadas desde a publicacdo

deste artigo, estudos referentes a PL tém evoluido

Figura I. 6-llustracdo de um polimerossomo com a
proteina  Asparaginase encapsulada no core
hidrofilico, é possivel ver em cinza a membrana
hidrofébica que também pode ser um espago para
encapsulacdo de farmacos com caréater apolar e em
azul a porgdo externa da vesicula contendo os blocos
de polietilenoglicol. Fonte: Desenhado pelo autor.
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constantemente, contudo nenhum produto esta disponivel no mercado. Até agora, apenas
uma companhia de Singapura tem uma licenca exclusiva para vacinas veterinarias usando
a tecnologia baseada em PL, com a proposta de desenvolver sistemas com proteinas
encapsuladas na membrana de tal modo que estas proteinas fiqguem estaveis e sejam
prontamente apresentadas as células de defesa do corpo para gerar respostas imunes.

Os PL podem ser definidos sob diversos angulos de visdo. A prépria nomenclatura
criada em 1999 por DISCHER et al.(1999) faz uma analogia morfoldgica aos lipossomos
e assim ficaria simples compreendé-los como vesiculas, que diferente dos LP originados
por fosfolipidios, sdo constituidas por polimeros anfifilicos. Do ponto de vista fisico-
quimico, ha uma forte correlacao entre a producdo das vesiculas e 0s processos cinéticos
e termodinamicos gerados pelo efeito hidrofobico na presencga da dgua. Nesse contexto,
0s PL sdo descritos como estruturas supramoleculares na forma vesicular originadas a
partir da autoagregacdo de copolimeros anfifilicos em contato com meio aquoso em razao
da existéncia de uma porcéo hidrofobica em determinadas proporc@es nestes polimeros
que tende a segregar do meio devido ao efeito hidrofébico.

Na nanotecnologia seu emprego como estratégia de drug delivery tem se mostrado
tdo promissor que podem ser designados como nanocarreadores (NC) poliméricos tanto
para farmacos hidrofilicos como hidrofobicos em razéo do caréater vesicular (WU et al.,
2014). Do conceito analogo aos lipossomos, passando pela referéncia aos fendbmenos
fisico-quimicos e pelo apice das aplica¢cdes nas nanociéncias, é possivel afirmar que se
tratam certamente de estruturas dindmicas e estaveis para carreamento de farmacos, as
quais possuem caracteristicas comuns a nanocarreadores ja consagrados no mercado
farmacéutico como os proprios lipossomos e as nanocapsulas poliméricas.

No entanto, a medida que os estudos de producédo e aplicacdo avangam, novos

insights sdo agregados a estes conceitos, de modo que a imagem de vesicula esférica
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formada espontaneamente por copolimeros para liberacdo de farmacos vem sendo
substituida por sistemas de PL formados a partir de técnicas que fornecem energia ao
sistema induzindo a formacdo da estrutura com tamanhos e formas desejadas e até
favorecendo a encapsulacdo de moléculas maiores. Também tém sido divulgadas
pesquisas com polimeros responsivos gerando sistemas que respondam a variag@es locais
de pH e temperatura, o que remete provavelmente as dificuldades relacionadas a liberagédo
do farmaco confinado nas vesiculas (GAITZSCH et al., 2011). Aliado as estas inovacoes,
0 conceito de PL permeéveis com a possibilidade de se obter nanobioreatores, nos quais
poderiam ocorrer processos bioquimicos como uma catalise enziméatica (MESSAGER et
al., 2016) ou mesmo vesiculas baseadas em quimiotaxia vem sendo relatados na
comunidade cientifica e mesmo que como provas de conceito podem ser bases para
futuras grandes inovagdes farmacéuticas (JOSEPH et al., 2018).

O processo de agregacdo dos copolimeros abrange aspectos fisico-quimicos
debatidos h& décadas sobre o que provocaria 0 comportamento destas macromoléculas
quando em solugles aquosas e sdo relatadas variaveis como concentragdo e conformacao
geomeétrica dos polimeros, método de preparo além do efeito hidrofébico como fatores
que explicariam a formacéo dos PL (BLEUL; THIERMANN; MASKQOS, 2015).

A aplicagdo destes NC ¢é indiscutivelmente um tdpico atraente nas ciéncias
farmacéuticas e vem sendo amplamente relatada pela possibilidade de aplicacdo nos
estudos de encapsulacdo de farmacos com diferentes polaridades (WU et al., 2014) e
biofarmacos macromoleculares como proteinas. No entanto, as definicbes quanto a
otimizacdo da taxa de encapsulacdo das moléculas e o entendimento das interagdes

quimicas existentes entre farmaco e os sistemas ainda apresentam lacunas.

1.4.1 Principios fisico-quimicos de formacgao dos polimerossomos

1.4.1.1 Copolimeros anfifilicos
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“Copolymers have become increasingly more important materials as
routine design and synthesis of these polymers has become practical.”

(O'MAHONY et al., 2011)

Quaisquer que sejam as abordagens para o desenvolvimento de PL, o foco inicial
é a unidade bésica de constituicdo das vesiculas, que sdo os copolimeros anfifilicos (CA),
sendo que as caracteristicas das vesiculas, especialmente das bicamadas, sdo inteiramente
relacionadas aquelas dos CA (BERMUDEZ et al., 2002). Os CA contém duas ou mais
sequéncias de homopolimeros quimicamente distintas quanto ao carater hidrofilico
unidas por ligacdo covalente (DISCHER & EISENBERG, 2002; PAWAR et al., 2013).
Dai as denominacdes diblocos, triblocos e multiblocos de acordo com a quantidade de
porgdes interligadas.

O tipo de auto-organizacdo dos CA depende primeiramente de trés parametros: a
massa molecular média (Mw), a massa ou fracdo de volume de cada bloco (f) e a energia
efetiva de interacdo entre mondémeros nos blocos (DISCHER & EISENBERG, 2002).
Outras caracteristicas dos copolimeros como configuracdo esticada ou enrolada de um
dos blocos influenciando no volume deste também pode exercer efeitos na auto-
organizacdo (SMART et al., 2008). CA sintéticos podem apresentar consideravel
polidispersdo, ou seja, podem apresentar variacdo no grau de polimerizacdo das

moléculas e, portanto, conter cadeias de polimeros de tamanhos desiguais.

1.4.1.2 Copolimeros anfifilicos: Autoagregacao em estruturas supramoleculares como
vesiculas poliméricas

“We assume that the physical forces acting between
aggregates of molecules and between individual molecules
should explain many of their associative properties; but
available physical methods have been inadequate for
measuring or computing these forces in solids or liquids.”

(PARSEGIAN, 1973)
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“Understanding the self-assembly is a fundamental challenge
in modern science.”

(O'MAHONY et al., 2011)

O processo de auto-organizacdo de moléculas anfifilicas € um campo
extremamente instigante nas ciéncias e inclusive ja foi tema de uma dicotomia entre
fisicos-quimicos e bidlogos como relata ISRAELACHVILI e colaboradores em 1975. De
um lado os fisicos acreditavam que tal fendmeno seria resultante da entropia e do outro
os bidlogos apontavam que a razdo seria a conformacdo geométrica da molécula
anfifilica; o proprio grupo de Israelachvili combinou estes dois axiomas reconhecendo
que ambos se completariam (ISRAELACHVILI & MITCHELL, 1975).

Atualmente, apesar das inovacOes cientificas € possivel ver que os grupos de
pesquisa ainda enfatizam a autoagregacdo de CA, especialmente nas discussdes
envolvendo a formacédo vesiculas poliméricas, por embasamentos diferentes que, no
entanto, estdo interligados. Aceitar que exista uma regra para obtencdo de sistemas
autoagregados com determinada morfologia é algo contestavel, na verdade ha um
conjunto de fatores que possibilitam a formacgéo e mais complexamente a transformacéo
destas estruturas no que € chamado de mesofase.

Sem duvidas um dos fundamentos teodricos que explicam a autoagregacdo de
moléculas anfifilicas é a razéo entre as porcdes hidrofilica e hidrofébica das mesmas, o
que determina a curvatura da interface hidrofilica/hidrofébica no agregado formado
(ANTONIETTI; FORSTER, 2003). Portanto, CA se auto-organizam quando estdo em
agua dependendo da relacdo entre as massas moleculares dos blocos hidrofilico e
hidrofébico (MAI & EISENBERG, 2012). A quantidade critica de agua que demanda o
inicio da agregacao depende dos diferentes fatores controlados durante o processo de

produgdo (BLEUL; THIERMANN; MASKOS, 2015).
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Os estudos sobre a formacdo de vesiculas poliméricas iniciaram em 1994.
(HONDA; SAKAKI; NOSE, 1994) e em 1999 por Dennis Discher, ao denominar as
vesiculas como PL, também descreveu sobre organizacdo morfologica, elaboracédo e
aplicacdo destas nanoestruturas (DISCHER et al., 1999). Na década de 90 foi amplamente
aceito que o tipo de auto-organizacdo dos CA pode ser deduzido a partir do critical
packing parameter (p) descrito na equacdo 1.1 (Eq. 1.1) (OLTRA; NAIR; DISCHER,
2014), conceito introduzido em 1975 por lIsraelachvili para os tensoativos, moléculas

anfifilicas classicas (ISRAELACHVILI , 1975).

v

p = Equacéo 1.1

a0+lc

Em que: v é o volume da cadeia hidrofobica, a, € a area da secdo transversal da porcao
hidrofilica da molécula anfifilica e Ic € o comprimento da cadeia hidrofobica.

A Tabela 1.2, adaptada de ISRAELACHVILI (1975) apresenta classificacdo

tedrica das morfologias encontradas de acordo com o valor de p.

Tabela 1.2- Classificacdo tedrica dos sistemas formados a partir do parametro de empacotamento critico.
Parametro de empacotamento critico Geometria preferencial do agregado

p<1/3 micelas esféricas

1/3<p<¥% micelas cilindricas
1/2<p<1 lamelas flexiveis e vesiculas
p=1 lamelas planares/bicamadas

Para CA com porcdo hidrofilica formada por poli(6xido de etileno) (PEG), pode-
se ainda inferir o tipo de morfologia a partir do parametro f (0 < f < 1), que representa o
volume da fracdo hidrofilica e que pode ser calculado facilmente a partir dos valores de
massa das fracbes hidrofilica e hidrofébica usando a densidade de fusdo dos

homopolimeros (Tabela 1.3) (DISCHER et al., 2007).
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Tabela 1.3- Classificagao teérica dos sistemas formados pela autoagregacédo de copolimeros anfifilicos a partir do valor
da fracdo hidrofilica (f).

Volume da fracao hidrofilica (f) % Nanoestruturas formadas
40<f<25 Polimerosssomos
50<f<40 micelas poliméricas cilindricas

f>50 micelas poliméricas esféricas

Do ponto de vista termodindmico, a formacdo das micelas e/ou vesiculas é
influenciada pela energia livre do sistema, expressa pela equacgéo 1.2, respeitando-se o
principio da minimizagdo de energia, pelo qual processos que levam a uma diminuigdo

na energia livre de Gibbs sdo considerados espontaneos.

AG =AH-TAS Equacéo 1.2

em que AG ¢ a variagdo da energia livre de Gibbs, AH e AS s3o respectivamente as
variacoes de entalpia e entropia do sistema e T € a temperatura.

O balango das interac@es intra e intermoleculares entre o solvente e as moléculas
de copolimero resultam na contribuicéo entalpica, incluindo interacdes de van der Waals
e ligagdes de hidrogénio. O ganho entrdpico é oriundo da liberdade conformacional das
moléculas de 4gua que antes da agregacao encontravam-se ordenadas na vizinhanca dos
grupos hidrofébicos dos unimeros soltveis de copolimero (HOCINE & LI, 2013).

Outros estudos, passaram a focar ndo apenas na razdo hidrofilica/hidrofobica, mas
também nas concentracbes dos CA. Em meio aquoso, os CA se auto-organizam em
cristais liquidos liotropicos e a transi¢do da fase liotropica para estruturas isotropicas
poderia acontecer com a passagem das lamelas em pilhas para estruturas fechadas
(vesiculas) com aumento da fase aquosa (BATTAGLIA & RYAN, 2005).

Battaglia & Ryan descreveram o espacamento d em estruturas lamelares como
sendo a espessura da bicamada hidrofébica adicionada de uma porcdo hidrofilica

hidratada chamada de brush e este ao espaco d foi denominado dhia. Além disso,
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enfatizaram que as intera¢c6es de van der Waals séo equilibradas pela repulsdo decorrente
da hidratacdo do brush polimérico sob pressdo osmotica. No entanto, sob diluicdo, as
forcas de hidratacdo dominam e as lamelas comecam a se separar umas das outras e as

bordas conduzem as lamelas a novos padrbes de organizacdo, como ilustrado na Figura

1.7.
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Figura 1.7- Auto-organizagdo dos copolimeros anfifilicos. Em altas concentragdes sdo formadas estruturas liotropicas

conhecidas como cristais liquidos, que sdo arranjos cuja morfologia possui lamelas. Sob hidratacédo, esses sistemas
passam para estados de esponjas interligadas, vesiculas empacotadas de modo hexagonal e, finalmente, vesiculas
isotropicas. Fonte: Adaptada de BATTAGLIA & RYAN (2005).

Dois mecanismos tém sido usados para explicar a formacéo dos PL. O primeiro
sugere que ocorre o crescimento de micelas polimeéricas em bicamadas, que por sua vez
se auto-organizam em PL; 0 outro mecanismo também se embasa no crescimento de
micelas, entretanto acrescenta que ocorreria a difusao de solvente dentro destas micelas e
em seguida a formacgdo dos PL como ilustrado na Figura 1.8 (BLEUL; THIERMANN;
MASKQOS, 2015). Desse modo, tem sido aceito por alguns autores que as micelas
esféricas seriam nanoestruturas dos quais se formariam os demais tipos de agregados
como micelas cilindricas, PL entre outros (MAI; EISENBERG, 2012).

Por meio da variacdo do tamanho dos blocos do CA, determinadas morfologias

das nanoestruturas de autoagregacdo podem ser obtidas em detrimento a outras e ainda é

possivel ajustar o tamanho, propriedades mecanicas e a taxa de encapsulacéo e liberacdo
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de farmacos encapsulados nos PL. Mais de 20 formas de agregados nanoestruturados ja

foram identificadas a partir da autoagregacdo de CA (BERMUDEZ et al., 2002).
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Figura 1.8- Mecanismos propostos para explicar a formag&o dos polimerossomos: 1) Ocorre o crescimento de micelas
em bicamadas que se auto-organizam em vesiculas 2) Ocorre o crescimento de micelas, entretanto ocorre a difuséo de

solvente dentro destas micelas e posteriormente a formagao das vesiculas. Fonte: Adaptada de BLEUL; THIERMANN;
MASKOS (2015).
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1.4.2 Métodos de preparo

Os principais métodos de preparo de PL incluem autoagregacéo direta, mediante
a dissolucdo dos CA em meio aquoso, hidratacdo de um filme polimérico fino do CA,
troca de solvente ou temperatura e de pH e dupla emulsificacdo com evaporacdo do
solvente (LIAO et al., 2012; SHEN; EISENBERG, 1999).

A formacao espontanea de PL ja foi relatada em certas condi¢des, por exemplo
alguns copolimeros sdo sollveis em determinadas faixas de pH (SUN et al., 2014), no
entanto no geral sdo necessarias etapas que fornecam algum nivel de energia (HOWSE et

al., 2009).

1.4.2.1 Hidratacdo do Filme polimérico
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O método da hidratacdo do filme (HF) consiste na hidratacdo de um filme
polimérico fino formado a partir da lenta evaporacdo de um solvente organico no qual o
CA ¢ previamente dissolvido, quando se almeja a formacdo de PL irregulares (patchy
polymersomes), sdo usadas misturas de CA (RUIZ-PEREZ et al., 2016). A hidratacédo
deve ocorrer sob agitacdo vigorosa, alguns trabalhos relatam semanas de agitagéo
(ROBERTSON et al., 2014).

Battaglia & Ryan (2006) investigaram a hidratacdo de filmes poliméricos
empregando microscopia confocal e observaram que, sob condi¢des de hidratacdo sem
fornecimento de energia, ocorria a formagdo de membranas em protrusdo como dedos.
Essas membranas tubulares podem crescer e formar vesiculas devido a difusdo do CP na
fase aquosa e a difusdo desta no CP. A diferenca de emissao de fluorescéncia relativa em
dois extremos ao longo do tempo indicou que a interface mével causa diminuigdo no
gradiente de concentracdo e, consequentemente, isso leva a formacdo de membranas
tubulares nas interfaces. Quando se utilizou pulsos elétricos, a difusdo foi fortemente
aumentada e ocorreu uma formacdo rapida e completa de vesiculas, que depois se
separaram da interface.

A HF em geral vem seguida de alguma outra C?

técnica, pos-filme, como sonicagdo em banho de

,‘\5;{4};.’##,;% -
ultrassom, ciclo de resfriamento e aquecimento ou -t T s
= T - 2=
. . ) i - ==+ - =+
extrusao, visando reduzir o tamanho das vesiculas e . - TS,
4 -
- BopR *

diminuir a polidisperséo (LETCHFORD; BURT,

—

2007). A eletroporacdo também € uma técnica  Figura I.9-Represencdo da eletroporagdo
de polimerossomos de copolimeros

N ) . dibloco. As amostras de polimerossomos
complementar a HF, quando se deseja encapsulagdo  preparados sio colocados em cubetas de

eletroporagdo juntamente com a molécula
em vesiculas pré-formadas. Consiste na aplicagio U se deseja encapsular e apos aplicagdo
de campo elétrico, poros provisérios sdo
formados nos polimerossomos e as

de um campo elétrico (Figura 1.9) que, dependendo  moléculas podem ser encapsuladas. Fonte:
Adaptada de CHIERICO (2015).
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do tamanho das vesiculas e voltagem aplicada, nimero, duragéo e frequéncia dos pulsos,
abre temporariamente poros nanométricos na membrana da vesicula permitindo a
passagem de substancias para encapsulacdo (BAIN et al., 2015).

Alguns trabalhos relatam sucesso noemprego desta técnica para encapsulacao de

biomoléculas como proteinas (WANG et al., 2012).

1.4.2.2 Método da troca da solvente

O método da troca da solvente forma PL por dois modos: pela dissolucdo dos CA
em um solvente organico miscivel em fase aquosa, que dissolva todos os blocos do CA,
seguido de adicdo lentamente da fase aquosa a solucao organica contendo o CA ou por
injecdo da fase organica na fase aquosa, havendo precipitacdo dos PL, também sendo
denominada de nanoprecipitacdo. Posteriormente é realizada a remocao do solvente por

meio de dialise ou evaporacdo (LEE; FEIJEN, 2012).

1.4.2.3 Técnica da dupla emulsificagio

Pela técnica da dupla emulsificacdo (DE), os unimeros de CAs dissolvidas na fase
oleosa e se auto-organizam em PL apds evaporacdo da fase organica (SHUM et al., 2011).
Neste método, sdo formadas emulsdes do tipo agua-em-6leo-em-agua e, comumente,
dispositivos microfluidicos sdo empregados como suporte para formar os PL (JANG et
al., 2015). Estes dispositivos permitem a manipulacdo precisa de micro-fluxos em
microcanais para gerar goticulas de emulsdo uniformes com controle de tamanho

(ZHANG et al., 2015).

1.4.2.4 Técnica da troca de pH
Outro método que vem sendo empregado na producdo de PL € a troca de pH.
Neste caso o CA deve apresentar um grupamento ionizavel com pKa que permita que seja

dissolvido em &gua em um determinada faixa de pH e, a medida que o pH ¢ alterado,
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ocorre a autoagregacdo do CA. Este método vem sendo amplamente empregado por
Battaglia e colaboradores na elaboracdo de PL formados pelos CA poli (2-
metacriloiloxietil fosforilcolina)-b-poli(2-diisopropilamino etil metacrilato (PMPC-
PDPA) e poli (6xido de etileno)-b-poli(2-diisopropilamino etil metacrilato (PEG-PDPA).
Os grupos de amina terciaria nas cadeias PDPA sdo protonados abaixo do pKa de 6,4 e,
portanto, 0 CA é completamente hidrofilico, permitindo a sua dissolu¢cdo molecular em
meio aquoso. Acima do pH 6,4, os grupamentos aminicos do PDPA tornam-se
desprotonados conferindo hidrofobicidade a este bloco, levando a autoagregagcédo do CA

em PL (PEARSON et al., 2013).
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CAPITULO II

Obtencédo de nanoestruturas supramoleculares formadas pela autoagregacao de poli
(0xido de etileno-b-acido lactico)/PEG-PLA

Neste capitulo, as nanoestruturas ndo foram chamadas de polimerossomos porque
apenas o DLS foi usado para caracterizagdo destas. Sem imagens de microscopia
eletrénica de transmissdo que exibissem a forma vesicular e sem dados de
encapsulacdo de farmacos hidrofilicos que indicassem a existéncia de espaco
aquosos, foi preferido se referir a estas como nanoestruturas de autoagregacao.
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Capitulo 11- Obtencéo de nonestruturas supramoleculares formadas pela

autoagregacao de poli (6xido de etileno-b-acido lactico)

I1.1 INTRODUCAO

Dennis Discher ndo s6 introduziu o conceito de Polimerossomos (PL) como
vesiculas mais robustas que os lipossomos tendo como unidades estruturais copolimeros
anfifilicos (CA) (DISCHER et al., 1999), como também escreveu um trabalho intitulado
simplesmente de “Polymersomes”, no qual esta uma das figuras mais divulgadas quando
se deseja explicar a formacdo de PL (Figura 11.1) (DISCHER; AHMED, 2006). Este
trabalho difundiu uma regra comumente adotada quando se escolhe os CA para
elaboracéo de PL baseada no volume da fracdo hidrofilica dos CA para gerar PL em meio
aquoso. Para os CA em solugdo aquosa, uma forma geométrica preferencial de cilindro,
cone truncado ou cone determina se vesiculas, micelas cilindricas ou esféricas serdo

formadas.

[ determina a morfologia do agregado polimeérico

25-40 % 40-50 % > 50 %

Figura 11.1- Geometria preferencialmente adotada por copolimeros anfifilicos em meio aquoso de acordo com o volume
da fracdo hidrofilica. A porgdo representada em azul representa a fragdo hidrofilica, neste caso PEG e a porgao
representada em preto a fragdo hidrofobica. Fonte: Figura adaptada de DISCHER; AHMED (2006).
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Posteriormente, Battaglia e colaboradores relataram que néo apenas o valor de f
determinava a morfologia dos agregados (Figura 11.2), mas por exemplo para o
copolimero poli (2-metacriloiloxietil fosforilcolina)-bloco-poli(2-diisopropilamino etil
metacrilato) (PMPC-PDPA), o tempo de agitacdo durante o processo de hidratacdo do
filme determina se serdo obtidos tdbulos ou vesiculas esféricas (BATTAGLIA; RYAN,

2006).

Tempo
Figura 11.2- Microscopias das estruturas de autoagregacdo formadas a partir da hidratacdo do filme de poli (2-

metacriloiloxietil fosforilcolina) -bloco-poli (2-diisopropilamino etil metacrilato). Primeiro, os pedacos liberados de
filme sdo intumescidos em uma rede tubular continua; em seguida, ocorre a quebra em tubulos individuais e pequenas
estruturas emaranhadas. Estes se dividem ainda mais em tublos menores que finalmente perolizam e brotam em como
polimerossomos esféricos. Fonte: Adaptada de ROBERTSON (2014).

Atualmente é aceito que ha desafios pendentes no desenvolvimento de PL, o que
sugere um nivel mais avancado de controle das morfologias com fundamentos fisicos e
moleculares (LOVERDE et al., 2011). Deste modo, este capitulo descreve o0s
delineamentos experimentais iniciados para obtencdo de PL por meio da hidratacdo do

filme polimérico a partir de PEG-PLA, um copolimero dibloco susceptivel a hidrolise da

porcdo poliéster do bloco PLA.

1.2 MATERIAIS E METODOS

11.2.1 Materiais
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11.2.1 Selecdo dos copolimeros anfifilicos

A selecdo dos copolimeros foi feita a partir das diferencas entre as massas
moleculares das fracdes hidrofilicas (PEG) e hidrofébicas (PLA), visando a selecdo de
copolimeros que possuissem o volume de fracao hidrofilica (f) entre 0,20 e 0,42. A Tabela

I1.1 apresenta os trés copolimeros PEG-PLA escolhidos para o estudo.

Tabela I1.1- Caracteristicas moleculares dos copolimeros usados.

Temperatura de
Copolimeros PEG-PLA Mn? transicdo vitrea do frec  PDIC
bloco hidrofébico®

(o]
PEGu4sPLAgo \OJP/O} JHK/LO% 23°C 0,28 1,20

45 69

O
PEG1PLAs: \D%O}bwo}H 39°C 030 115
114 183
(0]
PEG114PL Ao \O%JOLPP\/LOJH 40°C 027 116
180

Dados do Fabricante:

21H-RMN espectroscopia por comparacao da area dos hidrogénios de metoxila do poli (6xido de etileno)
em 3.6 ppm com os hidrogénios do poli (&cido lactico) ao redor de 5.1 e 1.55 ppm

®Determinada por calorimetria exploratéria diferencial, do inglés, differential scanning calorimeter (DSC)
‘Obtido através de cromatografia de exclusdo molecular

11.2.2 Formag&o das nanoestruturas
11.2.2.1 Definicdo dos parametros para obtencédo dos polimerosomos

As condigdes de ensaio iniciais e as concentragdes dos CA usadas foram definidas
a partir de um estudo piloto realizado para o copolimero PEG4sPLAsg que permitiu definir
o protocolo de preparo para os demais CA de PEG-PLA, a partir do método de hidratago
do filme polimérico. Para este estudo piloto, amostras de 0.33 mg. mL™ de PEG4sPLAsg
em cloroférmio foram transferidas para bales volumétricos e promoveu-se agitacao

orbital nos balGes acoplados ao rotaevaporador (agitacédo indireta) a 150 RPM por duas
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horas ou por um periodo overnight (16 horas). Amostras também foram submetidas a
agitacao direta com uso de barra magnética no interior de baldo em agitador magnético
Corning PC-420D® (Chelmsford, Essex, Inglaterra) a 400 RPM por overninght. Em
seguida os sistemas foram submetidos a evaporacdo sob pressdo reduzida em
rotaevaporador, Blichi® R-210 (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil) com diminuigéo progressiva
da pressdo até o valor de 25 mbar sob rotacdo lenta de 40 RPM durante 3 horas, para
remocdo do solvente. Para hidratagcdo dos filmes formados, empregou-se tampéo fosfato
salino (PBS) 10 mM (1X) pH 7,4 (x 0,2) filtrado a 0,22 um em filtros de seringas Biofil®.
Os filmes hidratados foram submetidos & agitagdo em banho ultrassénico Qsonica®
(Columbiana County, Ohio, Estados Unidos), sendo que dois tempos de sonicagdo foram
analisados: 20 e 50 minutos.

A extrusdo das nanoestruturas formadas foi investigada com o extrusor Avanti
Polar lipids, Inc® (Alabaster, Alabama, Estados Unidos) empregando-se membrana de

0,45 pm de diametro de poro seguida por membrana de 0,22 pm. Para cada tamanho de

poro foram feitas 31 extrusdes, com o volume de 1 mL do sistema.

11.2.3 Caracterizacdo das nanoestruturas por espalhamento de luz dindmico

Os ensaios de Espalhamento de Luz Dindmico foram realizados no Laboratorio
de Corrosdo da Escola Politécnica da USP e a anélise de microscopia eletrdnica de
transmissao no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. O diametro hidrodinamico foi
medido por espalhamento de luz dinamico no equipamento Zetasizer Nano, Malvern
Instruments® (Worcestershire, United Kingdom) em cubeta de vidro sem diluicdo da
amostra. As medidas foram feitas a uma temperatura de 25°C e com o detector a um
angulo de 90° As amostras foram equilibradas por 120s, com um ajuste automatico de

atenuador e foram realizadas 3 medidas para cada leitura. A viscosidade da agua foi de
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0,088, o indice de refracdo de 1,330 e os valores de indice de refracdo de 1,30 referente
ao PEG (superficie externa das particulas) foi adotado para as nanoestruturas. As
particulas foram consideradas como esferas e a equacéo de Stokes-Einstein (Equacao 11.1)
foi utilizada para andlise do decaimento de correlacdo entre a intensidade medida e o
coeficiente de difuséo.

kBT
r = 6mnRy,

(EqIL1)

Em que: Ds é o coeficiente de difusdo, kB € a constante de Boltzmann, T a temperatura e

n a viscosidade do solvente e Ry € 0 raio hidrodindmico das particulas espalhadoras.

11.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
11.3.1 Ensaio piloto para obtencéo de polimerossomos a partir de poli (6xido de

etileno-b-acido lactico) PEGasPL Aso

O PEGu4sPLAs9 apresenta valor de fracao de
volume hidrofilico de 0,28 e do ponto de vista
teorico forma vesiculas quando em solucdo aquosa.
A Figura 11.3 exibe o filme polimérico formado a
partir destes CA na lateral do bal&o e na Figura 11.4

é possivel ver duas situacdes resultantes do processo

de hidratacdo deste filme conforme o tipo de  Figura 11.3- Filme polimérico de
PEG4sPLAgs formado apds evaporacéo

agitacdo usada. Quando o processo foi orbital, oy  do solvente. Fonte:Autor

seja, apenas com baldo em agitacdo sem cisalhamento direto no liquido de hidratacéo,
observou-se a existéncia de polimero precipitado (bulk) mesmo apés a sonicagédo; ja com
0 uso da agitacdo magnética overninght é notavel a diferenga macroscépica no sistema,

sem a presenca de grandes precipitados.
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Figura I1.4- Aspectos dos sistemas PEGsPLAsg hidratados: A) Apoés agitacdo orbital a 150 RPM e B) Apos
agitacdo magnética a 400 RMP. Fonte:Autor.

A literatura relata que precipitados de CA podem estar presentes nos sistemas
coexistindo com PL e outros agregados (ARIFIN; PALMER, 2005), mas estes
precipitados de polimeros implicam em uma menor concentracdao dos PL formados, o que
além de levar a perda de CA, resulta em menor encapsulacdo de moléculas
(BALASUBRAMANIAN et al., 2016). Portanto, a agitacdo magnética resultou em um
sistema coloidal mais homogéneo e mais adequado para encapsulacao de proteinas como
a ASNase.

A anélise de DLS dos sistemas apresentada na Tabela 11.2 e nas Figuras I1.5, 11.6
e 11.7 para os dois modos de agitacédo revelou a presenca de estruturas de autoagregacgéo
na escala nanomeétrica, o que sugeriu que houve a formacgéo de PL. O aumento no tempo
de agitagdo, o uso da agitacdo magnética durante a hidratacdo e a sonicacdo levaram a
formagdo de estruturas com menor didmetro hidrodindmico. O ensaio de DLS é
amplamente usado na caracterizacdo de estruturas nanométricas por ser um método
barato, rapido e que permite recuperacdo da amostra. No entanto trata-se de uma medida
secundaria que se baseia no espalhamento de luz induzido pelo movimento browniano
das particulas, consideradas como esféricas e ndo interagentes (NAIIM et al., 2015).

Portanto, é um método que requer criteriosa interpretacdo e cautela uma vez que sistemas
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autoagregados como o0s obtidos por tensoativos e copolimeros anfifilicos podem formar
uma variedade de estruturas como micelas cilindricas, que resultariam em leituras com
maiores indices de polidispersao.

A obtencdo de PL pelo método de hidratacdo do filme polimérico geralmente
resulta em um sistema com alto PDI devido a possibilidade de formacéo de estruturas
com variadas faixas de tamanho, ndo apenas vesiculas mas também micelas, além de
polimero ndo-solubilizado (BLEUL; THIERMANN; MASKQOS, 2015; DIONZOU et al.,
2016). Podemos confirmar isto com os resultados de DLS apresentados, uma vez que 0s
valores PDI foram altos. Avaliando-se a distribuicdo de tamanho por nimero é possivel
verificar com agitacdo orbital a presenca de nanoestruturas até 200-400 nm e com
agitacdo magnética uma predominancia na faixa de 300 nm. E necessario considerar a
distribuicdo por nimero de particulas, uma vez que uma particula grande pode ser apenas
um traco de impureza, ou uma menor populagéo de estruturas em uma escala maior como
“vesiculas gigantes” e o PDI elevado ¢ resultante da presenca destas estruturas maiores
gque mesmo em propor¢des pequenas, geram espalhamentos significativos de luz e
ocupam maior volume na amostra em relacdo as estruturas menores que podem estar em
maioria no sistema. Desse modo, o resultado de tamanho por intensidade pode néo refletir
a composicdo predominante do sistema, sendo sempre importante avaliar a distribuicdo

por nimero (DIONZOU et al., 2016).

Tabela I1.2-Resultado da analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) por intensidade para
nanoestruturas de autoagregacdo obtidas a partir do PEGssPL Ags.

Agitacéo orbital

Sistemas formados* Diametro hidrodindmico por intensidade (hm) PDI
2/0 836,7 (65%) e 213,5 (35%) 0,962
2120 300 (72%) e 1878 (28%) 1
2/50 467,6 (95%) e 66,28 (5%) 1

ON/0 217 (61%) e 664 (39%) 0,749
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Continuacdo Tabela I1.2- Resultado da analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) por intensidade
para nanoestruturas de autoagregacao obtidas a partir do PEGssPLAgs.

Agitacéo orbital

Sistemas formados*  Diametro hidrodindmico por intensidade (nm) PDI
ON/20 378,7 (70%) e 173,6 (30%) 0,673
ON/50 443,9 (80%) e 146,6 (20%) 0,807
Agitacdo magnética
Sistemas formados* Diametro hidrodindmico por intensidade (nm) PDI
ON/0 447,8 0,767
ON/20 409 0,841
ON/50 374 1

*2/0- agitacéo por 2 horas e sem sonicacéo, 2/20- agitacdo por 2 horas e sonicagao por 20 min, 2/50- agitacéo por 2 horas e sonicacéo
por 50 min, ON/0- agitacdo overnight e sem sonicagdao, ON/20- agitagdo overnight e sonicagdo por 20 min, ON/50- agitacdo overnight

e sonicagdo por 50 min. PDI-indice de polidispers&o.

A hipotese delineada a partir das implicacBes do valor de f sustentaria por si s6 a
formacdo de vesiculas, entretanto os resultados apresentados na Tabela 2.1 indicam que
0 método de obtengdo exerce influéncia no sistema de PL. A agitacdo pode resultar em
uma forca de cisalhamento como descrevem ROBERTSON et al (2014) e exercer
influéncia no processo de autoagregacéo dos CA além do valor de f. A medida que o filme
polimérico se desprende do baldo, a agitacdo favorece a quebra de partes da rede
polimérica no filme e a difusdo da fase aquosa ocorre em uma area superficial maior
favorecendo a formacao das vesiculas ao invés da precipitacdo do copolimero, uma vez
que o valor de f do CA esta na faixa que é correlacionada com o surgimento deste tipo de
nanoestrutura. A sonicacdo também gera energia por meio do fenémeno da cavitacao, que
consiste na expansdo e contracdo de bolhas de gas em um liquido exposto a ondas de
pressdo acusticas com ruptura (cavitacdo com colapso) ou sem ruptura (cavitacao estavel)
das bolhas. A oscilacdo das bolhas cria uma pressdo local resultando na quebra das

vesiculas maiores em fragmentos menores que se reorganizam em vesiculas menores.
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Figura 11.5- Analise de espalhamento de luz dinamico para os sistemas de PEG4sPLAgg obtidos por agitagdo orbital por 2 horas.
*Nomenclatura dos sistemas: P2.0 Polimerossomos obtidos apds 2 horas de agitacdo. P2.20 Polimerossomos obtidos apés 2 horas de agitacdo e 20 min de sonicagdo. P2.50 Polimerossomos obtidos apés 2 horas de agitagdo e 50 min de sonicagéo
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Figura 11.6- Analise de espalhamento de luz dinamico para os sistemas de PEG4sPLAgg obtidos por agitagdo orbital overnight (ON).
*Nomenclatura dos sistemas: P ON.0 Polimerossomos obtidos ap6s agitacdo overninght. P ON.20 Polimerossomos obtidos apés agitagdo overninght e 20 min de sonicagio. P ON.50 Polimerossomos obtidos apés obtidos apds agitagdo overninght e 50 min de sonicacéo
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Figura 11.7- Andlise de espalhamento de luz dindmico para os sistemas de PEG.sPLAgg obtidos por agitacdo magnética overninght (ON).

*Nomenclatura dos sistemas: P ON.0 Polimerossomos obtidos ap6s agitagdo overninght. P ON.20 Polimerossomos obtidos apés agitagéo overninght e 20 min de sonicagao. P ON.50 Polimerossomos obtidos apés obtidos apds agitacdo overninght e 50 min de sonicacéo
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A partir dos resultados apresentados acima, definiu-se que o emprego de agitacdo
magnética overnight a 400 RPM seguida por sonicacdo durante 50 min seria 0 método
adotado inicialmente para elaboracdo dos PL de PEG-PLA. No entanto a alta
polidispersdo resultante do método de hidratacdo do filme é um entrave e neste caso a
literatura cita que a técnica de extrusdo seria uma etapa Util na obtengéo de sistemas com
faixa de tamanhos mais estreitas (HABEL et al., 2016).

A figura I1.8 mostra o efeito da extrusdo nos sistemas formados por PE G4sPLAso.
Na distribuicdo de tamanho apresentada em A observa-se a prevaléncia em nimero de
didmetros hidrodinamicos na faixa de 300 nm, o que j& havia sido relatado para a condicéo
de agitacdo (400 RPM por overnight) e sonicagdo (50 min) definida anteriormente com
presenca de popula¢des com outras faixas de tamanhos, um dos principais problemas no
método de hidratacdo do filme. Em B é possivel ver que a extrusdo com membrana de 0,4
KUm, como esperado, permitiu a obtencéo de distribuicdo de tamanho de particulas com
menor didmetro hidrodindmico. No entanto, observa-se também o aparecimento de um
pico em uma faixa ainda menor que a do poro da membrana. Outra etapa de extrusao com
poro de 0,2 um de didmetro foi realizada e em C ¢é possivel inferir que a diminuigédo
progressiva do tamanho dos poros estreitou ainda mais a faixa do diametro hidrodinamico

das nanoestruturas obtidas com PEGasPLAsg.
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Figura 11.8- Efeito da extrusdo no diametro hidrodindmico das nanoestruturas obtidas a partir da hidratagao
do filme polimérico de PEG4sPLAgg seguida por sonicagdo durante 50 min. A) Sistema antes de extrusar.
B) Distribuicdo por intensidade apds extrusao com membrana de 0,4 um. C) Distribuicdo por intensidade
apds extrusdo com membrana de 0,2 um.

A fluidez da membrana dos PL é fator primordial para a extrusdo, uma vez que as
vesiculas devem se deformar e se romper durante a passagem pelos poros. Essa fluidez
da membrana relaciona-se a massa molecular da porcdo hidrofébica e ao valor da
temperatura de transicdo vitrea (Tg). A por¢do PLA do PEGasPLAe9 apresenta, segundo
dados do fabricante, uma temperatura de transicao vitrea (Tg) de 23°C. Para a extrusao
dos sistemas formados com PEG-PLA de maiores massas moleculares que apresentam
maiores valores de Tg, poderia por exemplo ser necessario o emprego de um agente
plastificantes. Os plastificantes sdo solventes que atuam na bicamada da vesicula e
promovem maior fluidez desta (MEN et al., 2016; SO; LODGE, 2016). A forma das
vesiculas obtidas apds a extrusdo podem sofrer alteracGes na forma esférica para outros
formatos como esferdides prolatos, elipsdides e halteres e o fato do PDI encontrado ndo

diminuir pode estar relacionado a isso (SO; LODGE, 2016)
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11.3.2 Obtencéo de polimerossomos a partir de poli (6xido de etileno-b-acido lactico)
PEG114PLA153 e PEG114PLA150

A Figura I1.9 exibe os resultados de DLS para 0 PEG114PLA153 nas mesmas
condicdes estudadas para PEG4sPLAgo. E possivel ver que os sistemas apresentaram uma
faixa de tamanho nanométrica e com aparecimento de picos prevalentes abaixo de 300
nm sem extrusao, diferente de PEGasPLAsg cujos picos de diametro hidrodindmico foram
menores que 300 nm apenas apos a extrusdo. A massa da fracdo hidrofobica PLA de
PEG114PLA1s3 (11 000 g mol™) é cerca de duas vezes maior em relagdo a PEGasPLAgg
(5000 g.mol™), o que implica em uma membrana com maior espessura. No entanto o valor
f de PEG114PLA153 (0,305) € semelhante ao de PEG4sPLAsg (0,278) € a hipdtese tedrica
de formagdo de vesiculas com base nesse parametro permanece, sendo necessario avaliar
os efeitos das técnicas de sonicacdo e de extrusdo nos PL como avaliado para
PEGa4sPLAso.

A agitacdo magnética a 400 RPM sem a sonicag&o resultou no aparecimento de
uma populacdo com particulas na faixa de 150-500 nm (Figura 11.9A), com valor de PDI
alto como esperado em razdo da aleatoriedade da hidratacdo do filme polimérico. Apés a
sonicacgdo, uma populagédo de nonoestruturas com menos de 300 nm apareceu e 0S picos
nas faixas de 900 nm (apds 20 min de sonicacdo, Figura 11.9B) e 800 nm (apds 50 min de
sonicacgdo, Figura 11.9C) aparecem apenas na distribuicdo por intensidade e ndo por
numero. Portanto, esses picos ndo representam o sistema, mas podem remeter a presenca
de algum agregado polimérico advindo da sonicacéo.

Desse modo podemos inferir que o valor de f e a técnica empregada permitiram
obter nanoestruturas com tamanhos esperados para vesiculas poliméricas. Assim como
para PEG4sPLAsg, a agitagdo a 400 RPM e sonicacgdo por 50 min foram definidas como

condicOes para obtengdo de PL a partir de PEG114PLA1s3. A distribui¢do por numero
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confirma que o sistema tem uma prevaléncia de nanoestruturas em uma faixa de tamanho
esperada para vesiculas e assim 0s elementos que contribuem para o alto valor de PDI sdo

considerados como tracos de outros agregados que ndo correspondem a composicdo

predominante do sistema.
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Figura 11.9- Efeito da sonicacéo no didmetro hidrodindmico das nanoestruturas obtidas a partir da hidratagao
do filme polimérico de PEG114PLA1s3. A) Sistema agitados a 400 RPM overnight. B) Distribuicdo ap6s
sonicagdo por 20 min C) Distribuigao ap6s sonicagdo por 50 min.

A extrusao (Figura 11.10) também foi realizada nas vesiculas agitadas a 400 RPM
e sonicadas por 50 min e resultou em diminuicdo na faixa de tamanho das nanoestruturas
sem, contudo, sem reducédo nos valores de PDI. Como ja comentado antes, PEG114PLAs3
apresenta um valor de porcdo hidrofébica PLA maior que PEGasPLAess € também maior
temperatura de Ty (39°C), assim a extrusdo a temperatura ambiente é dificultada. No
entanto, os dados de espalhamento de luz por nimero de particulas indicam a obtencéo
de populagdes com faixas de distribuicdo de tamanho de 100 nm ap06s a extrusdo, ainda
que por intensidade picos referentes a estruturas em escala de tamanho maior que 0s poros

das membranas usadas no processo de extrusdo sejam observados.
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Figura 11.10- Efeito da extrusdo no didametro hidrodinamico das nanoestruturas obtidas a partir da hidratacao
do filme polimérico de PEG114PLAs3 Seguida por sonica¢do durante 50 min. A) Sistema antes de extrudar.
B) Distribuicdo por intensidade apds extrusdo com membrana de 0,4 um. C) Distribuicéo por intensidade
apds extrusdo com membrana de 0,2 um.

Com base nas analises de DLS inferimos que a distribuicdo de tamanho por
numero do extrudado final apds passagem por poro de 0,2 apresenta uma populacao
prevalente na faixa de 100 nm indicando que o processo foi satisfatorio. Os picos na faixa
de 400- 500 nm vistos no grafico por intensidade (Figura 11.10B e C) podem indicar que
em razdo da rigidez da membrana dos PL, relacionada a massa molecular e Ty da porcéao
hidrofobica, a extrusdo nem sempre leva a reorganizagdo em vesiculas menores, mas pode
resultar em deformacéo das vesiculas formadas.

Seguindo a mesma linha de raciocinio de que o valor de f e a técnica empregada
para obtencéo dos PL sdo determinantes para 0 processo de autoagregacdo, as mesmas
condicBes de agitacdo, sonicacdo e extrusao até agora estudas foram empregadas para o
copolimero PEG114PLA1g0. Na Figura 11.11 é possivel ver a distribuigdo de didametro para

0 sistema obtido com esse copolimero.
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Figura 11.11- Efeito da sonicacdo no diametro hidrodindmico das nanoestruturas obtidas a partir da
hidratacao do filme polimérico de PEG114PLA150. A) Sistema antes agitados a 400 RPM overnight. B)
Distribuicdo apds sonicacao por 20 min C) Distribui¢do ap6s sonicagdo por 50 min.

O diametro hidrodinamico, assim como para os copolimeros anteriores, aponta
para obtencdo de estruturas na escala nanometrica. Para este CA a faixa predominante por
intensidade foi de 400 nm (Figura I1.11 A) e os picos de tamanho por nimero estdo na
faixa de 200 nm. O valor de f é de 0,271, semelhante aos demais copolimeros, mas a
massa molecular da por¢do PLA é maior (13000 g.mol™), sendo esperada uma membrana
com espessura maior e, consequentemente, mais resistente.

A extrusdo dessas nanoestruturas teoricamente é mais complexa em razdo da
massa molecular da porcao PLA e do valor de Tq para este bloco (40°C). Além disso, ja
é observado que h& uma faixa de tamanho em escala menor que 500 nm. A primeira
tentativa (Figura 11.12) sugere que a extrusdo em membrana com poro de 0,4 um resultou
em uma populacdo com tamanho menor (~170 nm) e outra ndo esperada maior que a
inicial. A extrusdo a 0,2 um (Figura I1.12 C) n&o se mostrou adequada resultando em uma
populacdo (intensidade e numero) em escala maior que a encontrada nos sistema mesmo
antes da sonicagdo, tal situacdo também foi relatada por RANK et al. (2009) que afirmou
que a extrusdo em poro de 0,2 um foi prejudicada em razéo da rigidez da membrana das

vesiculas.
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Figura 11.12- Efeito da extrusdo no didmetro hidrodindmico das nanoestruturas obtidas a partir da hidratacao
do filme polimérico de PEG114PL A1y Seguida por sonicacdo durante 50 min. A) Sistema antes de extrusar.
B) Distribuicdo por intensidade apés extrusdao com membrana de 0,4 um. C) Distribuigdo por intensidade

apés extrusdo com membrana de 0,2 pum.

A distribuicdo por nimero é a que mais se aproxima da composicdo majoritaria
do sistema e para esse copolimero ja estava na faixa de 200 nm, sendo previsivel que a
extrusdo em membrana com poro de 0,4 um permitiria a passagem destas nanoestruturas.
Mas os agregados na faixa de 400 nm revelados pela distribuicdo por intensidade estdo
no limite de didmetro do poro e, considerando a dificuldade de deformac&o da membrana
esperada para PEG11sPLAg, @ extrusao pode exigir uma pressao maior e resultar em uma
desorganizacdo da forma da nanoestrutura no extrudado que implique em aumento do
tamanho dos agregados assim como ocorreu para PEG114PLA153 na extrusédo em 0,2 pm.

Portanto, a extrusdo em membranas com poro de 0,2 um néo seria adequada em
temperatura ambiente tanto pela resisténcia a deformacéo das populacdes acima de 200
nm quanto pelo fato da maior parte da populagdo estar em uma faixa de tamanho limite
para este tamanho de poro, sendo dispensavel esta etapa. Esses dados revelam a
dificuldade de se extrudar as amostras em razao da rigidez da bicamada. LAPINSKI et

al. (2007) encontraram que ap0s acrescentar colesterol em lipossomos, 0 qual aumenta a
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rigidez da membrana, a distribuicdo das vesiculas extrudadas por DLS foi bimodal com
um dos picos bem maior que o poro da membrana usada na extruséo.

Além disso, boa parte dos dados publicados para extrusdo de PL sdo com
polimeros cuja por¢édo hidrofobica apresenta massas moleculares das fracdes hidrofobicas
menores que 10 kDa (LEE et al., 2001; SMART et al., 2008; SCOTT et al., 2012),
menores temperaturas de transicéo vitrea (BRINKHUIS et al., 2012) ou foram extrudados
com uso de agentes plastificantes ou mesmo presenca de lipidios (RANK et al., 2009;

WINZEN et al., 2013).

11.4 CONSIDERAQ@ES FINAIS
Com base nos resultados apresentados, iniciou-se a construcdo de novo
paradigma, o qual embasou as proximas etapas de trabalho. Teoricamente sabemos que:

O “Os PL sdo estruturas de autoagregacdo cuja formacgdo € prevista pelo
valor do da fracdo de volume hidrofilico (f)”, assim os copolimeros foram
escolhidos com base nesse parametro além é claro da biodegradabilidade
de biocompatibilidade.

O “Os PL sdo analogos dos lipossomos e assim técnicas como a sonicagao e
extrusdo podem ser empregadas para reducao de tamanho e polidisperséo
destes sistemas”, assim os métodos de obtenc¢do foram definidos.

O “Uma vez que ha formagdo dos PL, ha probabilidade de encapsulagdo da

ASNase”, assim o desafio maior seria a formagao dos PL.

Na pratica podemos considerar que:
O A autoagregacdo sugere um fendmeno espontaneo e a previsao da formacao

das nanoestruturas com base no valor de fracdo de volume hidrofilico f
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corrobora com esse conceito de espontaneidade. No entanto, o que na verdade
pode-se afirmar para os trés PEG-PLA estudados é que o valor de f aliado a
um método com um input de energia favorece ou ndo a formacdo destas
nanoestruturas.

O Do ponto de vista morfoldgico, polimerossomos e lipossomos sdo vesiculas,
no entanto, a rigidez da cadeia de copolimero pode limitar a utilizacdo da
extrusdo e sonicagdo em razdo do tamanho da fragdo hidrofdbica, sendo
necessario aumento de temperatura ou agentes que promovam fluidez destas
membranas.

O A simples formacgdo das vesiculas ndo garante encapsulacdo da ASNase; 0

volume interno pode ser um fator limitante.
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CAPITULO Il

Desafios da autoagregacao do copolimero poli (0xido de etileno-bloco-acido
lactico) em polimerossomos: Além dos paradigmas tedricos

Diante dos resultados apresentados no Capitulo 2, ficou claro que seria necessario
um maior empenho no desenvolvimento de sistemas com melhores caracteristicas
do ponto de vista nanotecnoldgico. Assim este capitulo descreve novas estratégias
usadas na autoagregacdo do copolimero poli (6xido de etileno-bloco-4cido lactico)
em polimerossomos bem como a encapsulacdo da L-Asparaginase nestes
polimerossomos.

Este capitulo foi publicado na Revista Nanomaterials:

APOLINARIO, A. C.; MAGON; PESSOA JR, A.; RANGEL-YAGUI, C. O. Challenges
for the Self-Assembly of Poly (Ethylene Glycol)-Poly (Lactic Acid) (PEG-PLA) into
Polymersomes: Beyond the Theoretical Paradigms. Nanomaterials, v. 8, p. 373, 2018.
Fator de Impacto: 3.553
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Capitulo I11- Desafios da autoagregacéo do copolimero poli (6xido de etileno-
b-&cido lactico) em polimerossomos: Além dos paradigmas tedricos

I11.1 INTRODUCAO

Recentemente, os polimerossomos (PL) tém se destacado na area farmacéutica
como nanoestruturas versateis com estabilidade coloidal e capacidade de encapsular uma
ampla gama de farmacos hidrofilicas e hidrofdébicas incluindo macromoléculas de
potencial terapéutico, como proteinas (PACHIONI-VASCONCELOS et al., 2016). A
organizacdo espontinea e reversivel de moléculas de copolimeros anfifilicos em
estruturas supramoleculares de PL é denominada autoagregacdo e é um dos campos mais
desafiadores e mais promissores da nanotecnologia farmacéutica (LOOS, 2016).

Em teoria, o desenvolvimento de PL poderia ser conseguido através do simples
contato de copolimeros anfifilicos com agua devido ao efeito hidrofébico (LOPRESTI et
al., 2011). No entanto, apesar da espontaneidade da autoagregacéo, a literatura mostra
que uma variedade de protocolos com emprego de energia, como agita¢do, sonicagao e
extrusdo, sdo necessarios para obter amostras de PL uniformes (HOWSE et al., 2009).
Além disso, a organizacgdo reversivel se opde a natureza "ndo ergddica™ dos copolimeros
que possuem concentracdo de agregacdo critica (CAC) préxima a zero, evitando a troca
material entre os PL com a solucdo (PEGORARO et al., 2014).

A estrutura do copolimero determina as diferentes propriedades desses sistemas,
sugerindo que o método de autoagregacdo de copolimeros em PL pode ser um processo
desafiador que implica em diferentes plataformas, dependendo do copolimero utilizado.
A principal teoria para a autoagregacdo de copolimeros em PL é baseada no valor do
volume fracdo hidrofilica (f) que prevé se uma molécula anfifilica se agrega em micelas

ou vesiculas quando em solugdes aquosas (DISCHER; AHMED, 2006). Este parametro,
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entretanto, ndo garante a autoagregacdo de copolimeros em PL, as condi¢Ges do método
de preparacao também sdo um fator preponderante (DIONZOU et al., 2016).

Um dos métodos mais utilizados para preparar nanoestruturas auto-agregadas € o
método de hidratacdo do filme. No entanto, a hidratacdo do filme pode levar a
distribui¢es amplas e multimodais de tamanho PL (FETSCH et al., 2016) e geralmente
sd0 necessarias etapas complementares para obter vesiculas com uma distribuicdo de
tamanho estreito. Entre estas etapas complementares, pode-se empregar a extrusao e
sonicacao dos sistemas.

A extrusdo consiste em passar 0 sistema através de uma membrana de
policarbonato com uma determinada tamanho de poro (BARTENSTEIN et al., 2016). Ja
a sonicacdo gera energia por meio do fenémeno da cavitagdo, que consiste na expansao e
contragdo de bolhas de gas em um liquido exposto a ondas de pressdo acusticas com
ruptura (cavitagdo com colapso) ou sem ruptura (cavitagdo estavel) das bolhas. A
oscilacdo das bolhas cria uma presséo local resultando na quebra das vesiculas maiores
em fragmentos menores que se reorganizam em vesiculas menores (LAPINSKI et al.,
2007).

Neste capitulo, foi discutida a autoagregacdo do copolimero biodegradavel e
biocompativel poli (6xido de etileno-b-&cido lactico) (PEG-PLA) em PL por meio de
método de hidratacdo do filme, explorando diferentes valores de f deste, diferentes tempos
de agitacdo e temperaturas. Também foram descritos diferentes passos pos-hidratagdo nas

tentativas de reduzir as distribui¢6es de tamanho dos PL.

111.2 MATERIAIS E METODOS
111.2.1 Materiais

Os copolimeros PEG-PLA sdo 0s mesmos descritos no capitulo anterior no tépico.
O acido bicinconinico (BCA) foi adquirido da Sigma Aldrich (Sigma Aldrich Co.,
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Saint Louis, MO, Estados Unidos). L-asparaginase (225 U/mg) foi adquirida da ProSpec
Tany® (Ness-Ziona, Israel). Todos os outros reagents sio grau analitico e comprados da
Synth® (S&o Paulo, S&o Paulo, Brazil) e 4gua ultra-purificada em um sistema Milli-Q

system (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA).

111.2.2 Preparacao do filme
Para cada sistema, o copolimero foi dissolvido em cloroformio a1 mg. mL2e o
solvente foi evaporado sob vacuo a temperatura ambiente durante 2 horas no evaporador

rotativo Biichi® R-210 (Flawil, Suica) para formar um fino filme polimérico.

111.2.3 Hidratacéo do filme

O filme polimérico foi hidratado com PBS 1X pH 7,4 resultando em um sistema
com PEG-PLA a 0,03 % (m/v). Para a hidratagdo do filme, empregou-se a agitacdo
magnética em um agitador Corning PC-420D® (Chelmsford. Essex, Inglaterra) por 12,
24, 48 e 72 horas a 400 RPM a temperatura ambiente ou a 40 °C. Na tentativa de reduzir
a distribuicdo de tamanho, a sonicagéo foi realizada em um banho de ultra-som Qsonica®

(Columbiana County, Ohio, Estados Unidos) a 50W (em 20 ou 50 min)

111.2.4 Centrifugacéo e extrusao

Os sistemas obtidos ap6s a hidratagdo do filme foram centrifugados a 2000 x g
durante 5 minutos numa centrifuga Eppendorf 5810 R® (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha). O sobrenadante foi considerado como amostra purificada. A extruséo foi
realizada a 40 °C passando os sistemas 31 vezes através de uma membrana de
policarbonato de radiacdo de poro de 400 nm em uma extrusora Avanti Polar Lipids

(Alabaster, Alabama, Estados Unidos).
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111.2.5 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A andlise DLS foi realizada como descrito na se¢édo 11.2.3.1 do Capitulo 2.

111.2.6 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

A anélise de NTA foi realizada com um instrumento Nanosight® LM14 (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido) equipado com uma camera CMOS cientifica
montada em um microscépio éptico para rastrear a luz dispersa por particulas iluminadas

por um feixe focado (80 um) gerado por um laser de modo unico diodo (405 nm).

111.2.7 Microscopia eletronica de transmissao

A andlise de MET foi realizada em um microscépio Jeol 100 CX Il (com
aceleracdo de voltagem de 80 kV). Foram depositados 5 pL da amostra em grids de cobre
recobertos por filme de carbono, 5 pL de &cido fosfotungstico foi utilizado como agente
de coloragéo negativa, seguido de lavagem com 5 pL de agua Milli Q®, entre estas etapas

foi esperado o tempo de 1 min e a retirado o excesso de liquido com papel de filtro.

111.2.8 Ensaio de encapsulagéo

Para comprovar a estrutura vesicular, foi verificada a capacidade de encapsulagéo
das proteinas albumina sérica bovina (BSA, 66 KDa) e a enzima anti-leucémica L-
asparaginase (ASNase, 142 kDa). Para isso, empregamos as melhores condi¢cfes de
preparo de polimerossomos (hidratacdo do filme a temperatura ambiente com agitagédo
magnética a 400 RPM por 24 h, extrusdo a 40 °C por membranas de poros de 400 nm)
substituindo o PBS por uma solugdo BSA ou ASNase (1 mg. mL™) para hidratagdo de
filmes. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada por método indireto

(Equacéo 111.1) apds centrifugagdo a 10.000 g por 30 min. A concentragdo de proteina
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ndo encapsulada no sobrenadante foi determinada pelo método do acido bicinconinico

(BCA) seguindo o protocolo do fabricante (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA).
Ptotal—Psu ~
EE (%) Tlp (Equagéo I11.1)

Em que: Pt @ massa total de proteina adicionada ao sistema, Psyp € @ massa da proteina

no sobrenadante

111.2.9 Anélise estatistica

Os dados foram tratados no software Origin Pro 8® (Originlab Corporation,
Wellesley, MA, EUA). O teste t Student ou a analise de variancia unidirecional (ANOVA)
e Tukey post hoc foram utilizados para avaliar os valores de PDI encontrados para 0s

sistemas obtidos de diferentes copolimeros em diferentes condigdes empregadas.

111.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresentado no Capitulo 1, a agitacdo magnética otimizou a autoagregacao
de copolimeros e a sonicagdo auxiliou na reducdo do didametro hidrodindmico, mas
mesmo assim os valores de PDI continuavam altos e ainda era visivel a presenca de bulk
polimérico. Na analise de DLS, a presenca dessas grandes estruturas, mesmo em
propor¢des menores, causa grande espalhamento de luz, uma vez que elas ocupam um
maior volume na amostra em comparagcdo com estruturas menores, mesmo que estas
constituam a maior populacdo por distribuicdo expressa por numero no sistema
heterogéneo.

De acordo com a ANOVA, considerando apenas a agitacdo, os valores de PDI
para os trés copolimeros sdo estatisticamente diferentes (p> 0,05) e o teste de Tukey
confirmou que o PDI para PEG4sPLAge € diferente dos outros dois copolimeros. A funcéo

de correlacédo (Figura 111.1A) confirmou este resultado, mostrando diferenca nos tempos
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de decaimento: quase 180 ps para PEGssPLAgg € ao redor de100 ps para PEG114PLA1s3€
PEG114PLA1g0. A funcdo de correlacdo foi amplamente discutida por BARTENSTEIN et
al. (2016) e é um fator que indica diferencas claras entre as amostras. A auto-correlacdo

decai mais lenta para particulas maiores devido a dinamica de relaxacdo mais lenta
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Figura 111.1- Curvas de coeficiente de correlacdo: A) Tempo de relaxagdo para nanoestruturas formadas a
partir dos copolimeros de poli (etileno-bloco-&cido lactico) sob agitacdo magnética overnight com as caudas
no final de cada correlograma, atribuidas a particulas grandes. B) Efeito de sonicacdo para poli (acido
etileno-acido lactico) PEGssPLAg. C) Efeito de sonicacdo para poli (&cido etileno-4cido lactico)
PEG114PLA1s3 D) Efeito de sonicacdo para poli (acido etileno-acido lactico) de PEG114PLAasgo.

Uma “cauda” foi identificada no final da fun¢do de correlagdo para todos os
copolimeros, enfatizando que todos os sistemas continham particulas grandes que
contribuiam para um alto PDI. Normalmente, valores elevados de PDI em sistemas de PL
podem ser atribuidos a presenca de micelas, conforme relatado por BARTENSTEIN et

al., 2016, mas em nosso estudo, atribuimos estes a estruturas maiores, pois nenhum sinal
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de micelas foi observado. Assim foram feitas as analises de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) para avaliar a morfologia dos nanoagregados formados e confirmar a
presenca de PL nos sistemas e, como mostrado na Figura I11.2, é possivel ver a presenca

de agregados ndo-esféricos e irregulares que corroboram com essa hipotese.

Figura I11.2 -Microscopia eletrnica de transmissdo de agregados nao-esféricos formados por poli (etileno-
bloco-écido lactico) PEG4sPLAsy apds agitacdo overnight e sonicagdo por 50 min.

Além disso, embora a ANOVA tenha indicado valores de PDI estaticamente
diferentes, estes valores foram superiores a ~ 0,4 para 0s trés copolimeros, indicando que
as amostras ainda apresentam uma distribuicdo de tamanho muito ampla (um sistema
monodisperso teria um PDI < 0,3 (BARTENSTEIN et al., 2016).

Estes resultados indicaram que, do ponto de vista microscépico, as condi¢des de
hidratacdo do filme ainda eram insatisfatorias e outros esfor¢os seriam necessarios para

obter preparacdes PL mais homogéneas.

111.3.1 Avaliacdo da autoagregacao por hidratacdo do filme sob agitacdo magnética
e sonicagao

Para controlar a distribuicdo de tamanho, a sonicagéo foi considerada como um

proximo passo e os resultados de DLS com os resultados apresentados no Capitulo 2. A

literatura mostra que a sonicacdo reduziu o tamanho dos agregados devido a cavitagéo,

que consiste na oscilacdo de pequenas bolhas de gas por expansdo e contracdo em um
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liquido exposto a ondas de pressao acustica, essas bolhas de gas acabam por colapsar
resultando em altas pressdes e esse estresse quebra os grandes agregados vesiculares
presentes no sistema em pequenas vesiculas(MAULUCCI et al., 2005).

Aqui neste capitulo, antes de lancar mao de outras técnicas como estratégias pos-
filme para otimizar a formacdo de PL, foram feitas as analises de microscopia eletrénica
de transmissédo (MET) para avaliar se havia mesmo formacédo de PL naquelas condigdes.
Para os polimeros de PEG-PLA, ndo foram observadas diferengas significativas nos
valores de PDI ap6s a sonicacdo (Figura 111.3) nem entre os diferentes tempos de
sonicacgéo (20 min e 50 min). O coeficiente de correlagdo (Figura 111.1B-D), no entanto,
foi ligeiramente diferente apds a sonicacdo, com uma curva mais suave para todas as
preparagOes sonicadas, exceto para PEGi114PLA1g0. ISso poderia corresponder a
distribuicdo de tamanho mais estreito para os correlogramas mais uniformes. O tempo de
decaimento foi de aproximadamente 180 ps para PEG114PLA1g e 100 ps para
PEG114PLA153 € PEG114PLA1g0 ap0s etapas de sonicagdo. A diferenca nos interceptos do
eixo Y ndo foi considerada neste estudo, porque a concentragao das amostras medidas por

DLS néo foi controlada neste estudo.
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Figura 111.3- Indices de polidispersdo para os trés copolimeros de poli (etileno-bloco-acido lactico) sob
agitacdo magnética overninght e diferentes tempos de sonicagéo (n = 3).

As imagens de MET dos sistemas obtidos com agitacdo magnética overnight e
sonicacdo em 50 min sdo mostradas na Figura I11.4. A morfologia tipica das estruturas
vesiculares foi confirmada e as medidas feitas com o programa Image J® indicaram
didametros médios de cerca de 226 nm, 94 nm e 133 nm e membranas de 8, 10,5 e 14 para
PEGssPLAss, PEG114PLA1s3 € PEG114PLA1g0, respectivamente. Os PL foram
considerados menores em relacdo aos tamanhos obtidos por DLS, mas isso é esperado,
uma vez que o DLS estima o diametro hidrodinamico e, consequentemente, a corona
hidrofilica do PEG hidratado é levada em consideracdo (em media ha trés moléculas de
agua por unidade de 6xido de etileno) (SMART et al., 2009)

A imagem de MET permitiu visualizar o interior das vesiculas e sua membrana
(Figura 111.4, parte inferior direita). A preparacdo dos grids de MET com acido

fosfotungstico leva a imagens de contraste negativas. A cor mais escura da membrana PL
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pode ser explicada pelo fato de que o &cido fosfotlngstico reage mais fortemente com os

grupos éster de PLA (LOPRESTI et al., 2011).

PEG,.PLA;, il PEG,,PLAy =

Figura 111.4- Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) de polimeros de poli (etileno-bloco-
acido lactico) PEGasPLAgg, PEG114PLAs3 € PEG114PL A5 SOb agitagdo magnética overnight e sonicagéo
por 50 min. A representacdo esquematica destaca a membrana hidrofébica (t) e a corona hidrofilica de PEG

(d).

111.3.2 Novas estratégias para a autoagregacao por hidratacéo do filme sob agitacéo
magnética

Para evitar a distribuicdo ampla de tamanho das nanoestruturas com valores
elevados de PDI, foram investigados diferentes tempos de agitacdo magnetica a 400 rpm:
24, 48 e 72 horas de agitacdo magnética (400 rpm) a temperatura ambiente ou a 40 °C.
Os resultados séo apresentados na Figura I11.5 e mostram que a agitacdo por 24h resultou
em valores de PDI menores que a agitacdo overnight descrita no Capitulo 2. Para
PEGasPLAgo € PEG114PLA1s3, uma diminuicdo no PDI foi observada. O tempo de
agitacdo mais longo facilitou a hidratacdo do copolimero inicialmente quebrando a rede
polimérica do filme em estruturas menores e mais uniformes. O bloco hidrofobico de

PEG114PLA1g0 tem temperatura de transi¢do vitrea e massa molecular mais altos entre o0s
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trés copolimeros como ja comentado no capitulo 2, consequentemente a formacdo de

vesiculas unilamelares esféricas em solugédo aquosa é dificultada.
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Figura I11.5 Indices de polidispersdo médio para os copolimeros de poli (etileno-bloco-4cido lactico), PEG-
PLA, sob agitacdo magnética em diferentes tempos e sob aquecimento a 40 °C (n = 3).

De acordo com os resultados, tempos de agitacdo superiores a 24 horas, bem como
aquecimento, ndo melhoraram as distribui¢cbes de tamanho. A ANOVA ndo apontou
diferenca estatisticamente significante para os valores de PDI de PEGasPLAsg €

PEG114PLA153 para os tempos de agitacdo de 24, 48 e 72 horas.
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Figura I11.6- Curvas de coeficiente de correlacdo para nanoestruturas formadas a partir dos trés copolimeros
de poli (etileno-bloco-acido lactico) PEGsPLAge, PEG114PLA153 € PEG114PLA1g0 S0b agitacdo a 24, 48 e 72
horas com ou sem aquecimento.

Para 0 PEG114PLA1g0, Observou-se um valor de PDI significativamente menor (p
<0,05) apds 24h de agitacdo a 40 °C, talvez por causa da maior temperatura de transicdo
vitrea do PLA1s0. A Figura 111.6 mostra os coeficientes de correlagdo e pode-se ver ligeiras
diferencas de tempo de decaimento, bem como a melhora da curva para PEG114PLA1s0
indicando amostras mais homogéneas. Geralmente, o tamanho dos PL aumenta quando

eles sdo preparados em condic¢des de temperatura de hidratagdo mais altas.
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111.3.3 Efeito da centrifugacdo e extrusao

O tempo de agitacdo de 24 horas a temperatura ambiente foi escolhido como a
condicdo para os experimentos adicionais porque os resultados discutidos acima
indicaram que esta condicdo poderia melhorar o PDI dos PL formados por PEG4sPLAsg
e PEG114PLAs3. Aqui os esforgos para reduzir o PDI e, consequentemente, obter uma
distribuicdo de tamanho mais estreita foram focados no fracionamento das populacdes
das nanoestruturas por centrifugacdo em tentativas de separar as vesiculas e o bulk

polimérico. A Figura 111.7 mostras que —a—PEG_PIA ]

a centrifugacao resultou em valores de 1’"; |t P
PDI de 0363 e 0,280 para .

PEG114PLA153 e PEG114PLA130, 06

respectivamente. A centrifugacédo foi Uv 04+ ;\.

répida, simples e resultou na separagéo 0.2 1

bem-sucedida das vesiculas do meio 010_-

contendo grandes agregados. T T

Tempo de relaxacio, ©/uS

Infelizmente, a analise DLS ndo pdde ser  Figura I11.7- Curvas de coeficientes de correlagio

para nanoestruturas formadas a partir

realizada para PEGusPLAso porque a copolimeros de polietileno-bloco-acido lactico)

PEG114PLA;153 € PEG114PLA150 apés centrifugagéo.

centrifugagdo resultou em amostras muito
diluidas devido a perda de material durante a centrifugagao.

De forma semelhante, 0 uso da extrusdo nos métodos pds-hidratacdo resultou na
perda de material e na diluicdo dos sistemas, mas mesmo assim foram encontrados PL
nos mesmos como confirmado por imagens TEM (Figura 111.8). Assim aumentamos a
concentracdo inicial de copolimero na preparacdo dos PL para 0,1 % e, levando em

consideracdo a dificuldade de deformacdo das vesiculas em razdo da temperatura de
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transicao vitrea, a extrusdo foi realizado a 40 °C. Além disso, utilizamos a analise de NTA
para complementar os estudos DLS (Figura 111.8).

Os PL preparados com maior concentracdo de copolimero (0,1% (m /v)) (Figura
9) apresentaram distribuicdo de tamanho mais estreita com valores de PDI de 0,345, 0,144
e 0,081 para PEGasPLAgo, PEG114PLA153 € PEG114PLA1g0, respectivamente. No entanto,
para PEGssPLAs uma cauda no correlograma ainda foi observada, correspondente a
particulas grandes (Figura 111.9). Tanto a centrifugacdo como a extrusdo levaram a
reducdo do PDI, porém os mecanismos sdo diferentes. O primeiro método € um passo de
purificagcdo com a separacdo das fragGes por tamanho e densidade (ROBERTSON et al.,
2014). Na extrusdo, por outro lado, nanoestruturas maiores se deformam ou rompem e a

autoagregacao ocorre de novo (BARTENSTEIN et al., 2016).
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Figura 111.8- Andlise de rastreamento das nanoestruturas, microscopia eletronica de transmissdo e
espalhamento dindmico de luz por intensidade de polimerossomos de PEG-PLA preparados por hidratacéo
do filme polimérico sob agitacdo magnética durante 24 horas a temperatura ambiente ap6s extrusao por 31
vezes através de membrana de policarbonato de radiagdo de poro de 400 nm.
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Figura I11.9- Curvas de coeficiente de correlagdo para nanoestruturas apos extrusao a 40 °C.

Como prova de conceito da formacdo de PL, encapsulamos BSA e ASNase nos
PL (Figura 111.10). Nossos resultados confirmam a formacdo de PL e a capacidade de
encapsular proteinas globulares dentro do core aquoso e os valores de eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) apresentados aqui estdo de acordo com descrito anteriormente na
literatura para proteinas globulares (WANG et al., 2012). Valores mais altos de% EE
foram observados para PEGass-PLAsg, que corresponde a vesicula com maior tamanho a
e indica que esta diretamente relacionado ao volume do core aquoso. Além disso, pode-
se notar que para todos PEG-PLAs foram obtidos valores similares de EE% para BSA e
ASNase, reforcando encapsulacdo dependeu principalmente da concentracdo de proteina
em solucdo e, neste caso, ndo se referem ao tamanho da proteina e/ou massa molecular.
Portanto, para aumentar EE% em PEG-PLA PL, é necessario considerar trabalhar com
solucBes de proteina mais concentradas, que podem apresentar desafios como aumento

da probabilidade de agregacéo de proteinas.



99

@ 30 - I PEG PLA

< | [ JPEG_PLA

o 25 114 153

' 25+ [ ] PEG PLA

I_ﬂ' j

2 20

=9

% |

= 15

<3 |

L

= 10 - T

=] T 1

>3 L

s§ -

é -

= 0 : . , .
ASNase BSA

Figura I11.10- Eficiéncia de encapsulacdo da L-asparginase (ASNase) and albumina sérica bovina (BSA) nos
polimerossomos de PEG-PLA (n = 3).

Na Figura I11.11 estdo resumidos os desafios da autoagregacdo do copolimero poli

(6xido de etileno-b-acido lactico) em polimerossomos.
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Figura I11.11- Desafios da autoagregacao do copolimero poli (6xido de etileno-b-acido lactico) em polimerossomos.
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I11.4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo demonstramos a autoagregacdo copolimeros de polietileno-bloco-
acido lactico) (PEG-PLA) em polimerossomos. Nossos resultados mostram que, quando
comparados a outras moléculas anfifilicas, os copolimeros em bloco apresentam natureza
complexa e para produzir polimersomos outras propriedades devem ser levadas em conta
além dos conceitos classicos de autoagregacdo espontanea em agua. I1sso pode incluir
massa molecular ou temperatura de transi¢do vitrea do bloco hidrofobico. Além disso,
nosso trabalho mostra que o ajuste de métodos pos-filme, tais como agitacao (forga de
cisalhamento), extrusdo, sonicacdo e a centrifugacdo contribuem para as caracteristicas
finais dos polimerossomos. Por exemplo, a transicao vitrea do copolimero pode aumentar
a dificuldade da autoagregacgéo e, em alguns casos podem resultar em perda de material
na forma de bulk polimérico. Técnicas de hidratacdo pos-filme, tais como extrusdo e
centrifugagdo, podem remover o bulk e melhorar a homogeneidade do sistema final, mas
também podem resultar na diluicdo do mesmo. Além disso, deve-se considerar que,
apesar dos desafios autoagregacdo, copolimeros de PEG-PLA com menor fracéo
hidrofilica (f) resultam em maior eficiéncia de encapsulacdo para moléculas hidrofilicas,
como proteinas, que é desejado para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para
essas moléculas. Todas estas questdes devem ser consideradas cuidadosamente no

desenvolvimento de polimerossomos no campo da tecnologia farmacéutica.
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CAPITULO IV

Design racional para encapsulagdo de L-asparaginase em polimerossomos:
Existem regras praticas para encapsulacao de proteinas?

Os resultados apresentados nos Capitulo 2 e 3 indicam a dificuldade de se encapsular L-
asparaginase em razdo do gargalo da obtencdo sistemas contendo polimerossomos com
distribuicdo de tamanho e indices de polidispersdo que atendam a critérios
nanotecnoldgicos, bem como de aspectos inerentes aos copolimeros utilizados que levam
a formacdo de grande proporcdo de bulk polimérico e baixa concentracdo vesiculas.
Assim o Capitulo 4 descreve uma nova estratégia para encapsulacdo da L-asparaginase
realizada durante estagio na University College London, no laboratério do professor
Giuseppe Battaglia.
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Capitulo I'V- Design racional para encapsulacdo de L-asparaginase em
polimerossomos: Existem regras praticas para encapsulacdo de proteinas?

IV.1 INTRODUCAO

A nanoencapsulacdo de proteinas é desejavel para a terapia de varias patologias,
ndo s para facilitar a acdo em tecidos tumorais por meio do efeito de Permeacéo e
Retencdo Aumentadas, do inglés, Enhanced Permeation and Retention (EPR), como
também para proteger essas proteinas de possiveis variag¢@es fisico-quimicas e efeitos de
proteases e permitir a circulagdo prolongada, evitando reagGes imunogénicas
(PACHIONI-VASCONCELOS et al., 2016).

Entre as proteinas empregadas como farmacos, a L-asparaginase (ASNase) é
amplamente usada como principal componente na terapéutica da Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA). No entanto, a ASNase também apresenta imunogenicidade em pacientes
durante a terapia da LLA, desencadeando a producdo de anticorpos anti-asparaginase
(1gG e IgM) que podem levar a reagdes de hipersensibilidade, alergia e até anafilaxia, ou
ainda a um fendmeno chamado inativacdo silenciosa (ZALEWSKA-SZEWCZYK et al.,
2007). A nanoencapsulagdo da ASNase poderia minimizar essas desvantagens.

Portanto, o desenvolvimento de uma plataforma para uma biodistribuicdo
adequada evitando a baixa meia-vida desta enzima é um ponto importante na pesquisa de
novas alternativas para o tratamento da LLA. A ASNase tem sido usada desde 1978 com
poucos incrementos tecnoldgicos, com o mais eficiente até agora sendo a peguilacéo
(CHEN, 2015). Nesse sentido, nanocarreadores analogos de lipossomos, tais como 0s
polimerossomos (PL), que sdo vesiculas formadas a partir de copolimeros anfifilicos,
podem manter a enzima encapsulada no core aquoso e minimizar os efeitos
imunogénicos, devido & sua corona polimérica que teria efeito furtivo (APOLINARIO, et

al., 2017).
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Mesmo com todos os beneficios nanotecnoldgicos, o desenvolvimento de PL
contendo ASNase como um sistema comercial é um desafio significativo. Existem cinco
estagios gerais de desenvolvimento da nanomedicina: 1) pesquisa basica de nanociéncias,
2) desenvolvimento de aplicacdes e 3) estudos pré-clinicos em animais, que podem levar
até 20 anos, 4) investigagdes clinicas e 5) nanomedicina comercial final, que podem levar
até mais 7 anos (ETHERIDGE et al., 2013). As pesquisas basicas apontam baixa
encapsulacdo de proteinas em geral devido aos aspectos fisico-quimicos da proteina,
como alta massa molecular e tendéncia a agregagdo (O’NEIL et al., 2009; LIU et al.,
2010; CHENG et al., 2011; ZHANG et al., 2012; SUN et al., 2014; LU et al., 2015). Além
disso, estudos com PL visando a liberacdo de farmacos comecaram em 1999 (DISCHER
et al., 1999) e recentemente, um estudo liderado por Battaglia e colaboradores relatou
uma estratégia inovadora envolvendo a encapsulacao de proteinas através da abordagem
de quimiotaxia, na qual a reacdo enzimatica ocorreria dentro da vesicula sem liberagédo
da enzima na corrente sanguinea (JOSEPH et al., 2017).

Nesse capitulo empregamos os copolimeros poli (2-metacriloiloxietil fosforilcolina)-
bloco-poli(2-diisopropilamino etil metacrilato) (PMPC-PDPA) e poli(6xido de etileno)-
bloco-poli(2-diisopropilamino etil metacrilato) (PEG-PDPA) para preparar polimerossomos
e encapsular a ASNase. A por¢do PDPA apresenta um pKa de 6,2 e, dependendo do valor
de pH encontra-se protonada (hidrofilica) ou desprotonada (hidrofobica). Duas
abordagens de preparo de PL diferentes foram empregadas: o método de troca de pH e a
hidratacdo do filme, seguida por eletroporacdo como método para inserir a proteina no
core aquoso dos polimerossomos. Portanto, empregamos uma abordagem de bottom-up

e uma de top-down, respectivamente.
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IV.2 MATERIAIS E METODOS
IV.2.1 Materiais

A L-Asparaginase foi adquirida a ProSpec Tany® 225U / mg (Ness-Ziona, Israel).
Os demais reagentes quimicos foram adquiridos da Sigma Aldrich: metanol anidro
(MeOH, >99,8%), acido trifluoroacético (TFA), acido fosfotangstico (PTA), pastilhas de

tampao salino fosfato (PBS) e Sepharose 4B.

IV.2.2 Sintese de PMPC25-PDPA7, € PEG100-PDPAso
Os copolimeros foram sintetizados de acordo com a metodologia descrita por
HEARNDEN et al. (2009) e COLLEY et al. (2010) e foram cedidos pelo grupo de

pesquisa do professor Battaglia.

1VV.2.3 Preparacéo de polimerossomos
As dispersdes de PL foram preparadas por duas rotas: troca de pH (abordagem

bottom-up) e hidratacdo de filme fino seguido de eletroporacdo (abordagem top-down).

1VV.2.3.1 Troca de pH

Uma aliquota de 20 mg de copolimero PMPC25.PDPA7 ou PEG113-PDPAg foi
solubilizada em 2 mL de PBS pH 2,0 e filtrados em membrana de 0,2 um de diametro. O
pH foi entdo aumentado lentamente para 6,0 por meio da adicdo de NaOH 1 M a uma
vazdo de 20 pL/min e em seguida adicionou-se a solu¢cdo de ASNase em PBS 7,4 (800
uL, 5 mg/mL). Nesta etapa, € importante que o pH seja inferior a 6,4 (valor de pKa de
PDPA) garantindo que as cadeias de PDPA estejam na forma molecular. Apés atingir pH
6,0, a taxa diminuiu para 5 pL/min e o pH foi aumentado para 7,4. A Figura IV.1 ilustra

0 principio tedrico da técnica empregada, este processo foi realizado utilizando uma
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bomba de seringa e a suspensdo de polimeros foi mantida sob agitacdo magnética
constante. O sistema foi purificado por meio de centrifugacdo a 1000 x g durante 5
minutos para remocao de agregados macroscopicos e em seguida a 10 000 x g durante 5
min para remoc¢do de micelas, sendo o pellet final ressuspenso em PBS. Outra etapa de
purificacdo permitiu remover micelas remanescentes e proteina livre, utilizando

cromatografia de exclusdao molecular.

EAPC.h-POPA, PMPC-b-PDPA Agregacio
{ J;EJ'] oy e ~ Unimeros 111

o _ Lt ;\J'_ o=
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Figura 1V.1- Estrutura quimica do copolimero em bloco PMPC-PDPA, onde m e n sdo 0s graus médios de
polimerizacdo. Abaixo do pKa do PDPA (6,4), a amina terciaria nas cadeias de PDPA est4 protonada,
tornando o bloco copolimero hidrofilico e proporcionando sua dissolu¢do em meio aquoso como unimeros.
Acima de pH 6.4, os grupos de aminas terciarias PDPA tornam-se desprotonados, tornando este bloco
hidrofdbico e o copolimero anfifilico, desencadeando assim sua autoagregacdo. O mesmo principio vale
para o bloco PEG-PDPA. Fonte: Adaptado de Lomas et al. (2010).

1V.2.3.2 Hidratacéo do filme e eletroporacéo

Os copolimeros PMPC25-PDPA70 e PEGi13-PDPAgy foram dissolvidos numa
mistura de CHCI3 e MeOH (2:1 v/v) a uma concentracdo de copolimero total de 5 mg.
mL™ e em seguida o solvente foi removido a vacuo a 30 °C por 48 h. O filme polimérico
resultante foi hidratado com PBS (pH 7,4), resultando em sistemas com concentracio
final de copolimero de 5 mg. mL™%, os quais foram mantidos sob agitacio vigorosa durante
4 semanas para PMPCys-PDPA7g e 2 semanas para PEGi113-PDPAgo. Agregados
macroscopicos (bulk polimérico) foram removidos das amostras por centrifugacdo a 1000
X g durante 5 minutos.

A eletroporacdo foi realizada nos sistemas apds remogdo do bulk polimérico

misturando suavemente 200 uL. da suspensdo contendo os PL e 200 pL de solugdo de
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ASNase (5 mg. mL™Y) em uma cubeta de eletroporagdo. Esta mistura foi eletroporada
(eletroporator Eppendorf 2510) empregando-se 10 ou 20 pulsos de um campo elétrico AC

a 2500 V com um intervalo de 60 s entre cada pulso.

IV.2.4 Caracterizacao dos sistemas de polimerossomos
IV.2.4.1 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

A distribuicdo de tamanho dos PL obtidos por cada método foi analisada por DLS
usando um instrumento Malvern Zetasizer Nano ZS que opera com um laser He-Ne 633
nm e um detector ajustado em um angulo de 173°. As amostras foram previamente
diluidas a 1:20 (aproximadamente 0.25 mg. mL™) em PBS filtrado (filtro de 0,2 um) e
transferidas para cubetas de poliestireno (Malvern, DTS0012). Os resultados obtidos
foram apresentados como a média de trés medicdes realizadas em taxas de contagem de
100 a 200 kcps (contagens por segundo x 10%). O didmetro hidrodindmico médio das
particulas nas amostras foi obtido a partir de coeficientes de difusdo usando a equagéo de

Stokes-Einstein, apresentada no capitulo 2.

1VV.2.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

As suspensdes de PL (5 uL a 1 mg. mL* em H.O mQ ultrapura) foram depositadas
em grids de cobre previamente submetidos a descarga incandescente sob vacuo
introduzido (Glow discharge) a 2x1072 mbar, vacuo reduzido a 6-4 x 10 mbars durante
45 s. Ap6s 1 minuto, os grids foram transferidos foram contrastados durante 5-10s com
solucdo de &cido fosfotungstico (PTA) (pH 7,5, filtrado). Entdo, os grids foram lavados
com agua (5 pL) e secos a vacuo. As imagens de microscopia foram obtidas com um
microscépio eletrénico FEI Tecnai G2 Spirit e/ou um JEOL 2100 operando a 100 kV,

ambos equipados com cadmera CCD Orius SC2001 da Gatan.
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1V.2.4.3 Purificacdo dos sistemas

Os PL com ASNase encapsulada foram purificados do excesso de proteina nao
encapsulada por cromatografia de exclusdo de molecular, do inglés Size Exclusion
Chromatography (SEC), usando Sepharose 4B como a fase estacionaria. A resina
(suspensdo a 20% em EtOH) foi primeiro lavada com agua e centrifugada (3000 RCF, 5
min). Em seguida, lavou-se 5 vezes com PBS e centrifugou-se a 3000 RCF por 5 min. A
Sepharose foi entdo empacotada na coluna cromatogréafica (20 cm x 1cm) e lavada 3 vezes
com PBS. A amostra (300 pL) foi aplicada na coluna e o material purificado foi eluido
por coleta de fracdes de 900 pL cada. As fragcdes foram analisadas por DLS para
identificacdo daquelas correspondentes aos PL. Para a liberacdo da proteina encapsulada,
as fracdes coletadas foram submetidas a mudanca de pH, sendo o valor diminuido para

6,0 através da adi¢do de PBS a pH 2,0.

IV.2.4 Quantificacdo da ASNase encapsulada

A separagdo e quantificagdo de polimero e ASNase nos PL foram realizadas
através de cromatografia em fase reversa utilizando um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia Dionex (Ultimate 3000) (RP-HPLC). As amostras foram analisadas utilizando
uma coluna Phenomenex Jupiter C18 (5 pm, 300 A, 4,60 mm x 250 mm), a 30 °C. A fase
movel foi eluida a 1 mL.min? e um gradiente de H.O ultrapurificada (eluente A) e
CH3OH (eluente B), ambos contendo acido trifluoroacético (TFA) a 0,05% viv. A
concentracdo de copolimero foi detectada por absorbancia a 220 nm, enquanto a
concentracdo de ASNase foi determinada por fluorescéncia com excitacdo a 270 nm e
deteccdo de emissdo a 354 nm. Curvas padrdo para os polimeros e para a ASNase
permitiram quantificar simultaneamente nas amostras a quantidade total de polimero

formando os PL e de ASNase encapsulada.
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IV.2.4.1 Capacidade de encapsulacéo

Os dados obtidos com as analises de DLS e HPLC foram utilizados para calcular
0 nimero de PL produzidos em cada sistema, empregando-se o programa Excel®. A
capacidade de encapsulacdo foi definida como o numero de moléculas de enzima
encapsuladas em cada PL. O nimero de PL em cada sistema foi medido como descrito
por Wang et al. 2012 (WANG et al., 2012) e Joseph et al. 2017 (JOSEPH et al., 2017). A
concentracdo e tamanho de cadeias hidrofébicas e hidrofilicas de PMPC2s-PDPA7 €
PEG113-PDPAgy foram utilizadas como variaveis de entrada para um conjunto de
equacOes descritas abaixo.

O namero total de PL (Np) em um sistema foi obtido pela equacéo 1V.1 e é igual

Np = ZT;Ng (Equagéo 1V.1)

em que: N,ﬁ corresponde ao numero de polimerossomos para cada populagéo de tamanho,
o qual foi calculado como na equacéo 1V.2:

i — M i_ CcXVs i N
Np = Myc X NG Nax R*= Mye X N, N,x R* (Equagéo IV.2)

em que:

M. é a massa de polimero apds a purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular;
Muwc € a massa molecular do PMPC-PDPA ou PEG-PDPA,

Na é 0 nimero de Avogadro;

Cc € a concentragdo de polimeros depois da purificacao;

V. € 0 volume da solucdo depois da purificacdo;

Ri € 0o nimero de polimerossomos para cada populagédo obtida por DLS

Nl é o nimero de agregacéo do copolimero e esta relacionado com o volume interno dos

polimerossomos descrito na equacdo 1V.3

: XV o
N} = BPDPAZ "POPA N, (Equagdo IV.3)
Mypppa

Em que:
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prppa € densidade do bloco PDPA (1.05 g/cm?®)
Mwrpra € @ massa molecular do PMPC-PDPA ou PEG-PDPA;

Viopa €0 volume do bloco PDPA em um tnico polimerossomo e é expresso na equacao
V.4:

Vippa = Tmx[ (r —d)® — (r — d — )] (Equagdo IV 4)

Em que:
r € o raio do polimerossomo
d é o comprimento da porgao hidrofilica

| é a espessura da porc¢éo hidrofobica

IV.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O preparo dos PL baseou-se em uma abordagem top-down na qual as vesiculas se
autoagregam ao longo da hidratacdo de um filme pré-formado e em uma abordagem
bottom-up, em que o a formacao das vesiculas ocorre a partir de unimeros (cadeias de
copolimeros) que se autoagregam com base no método de troca de pH (MESSAGER et
al., 2016). Algumas questdes tedricas foram consideradas com base em um amplo
histdrico da producdo de PL descrito ao longo de 10 anos por Battaglia e colaboradores
(BATTAGLIA; RYAN, 2005, 2006a, 2006b; SMART et al., 2009; WANG et al., 2012,
PEARSON et al., 2013b; BARTENSTEIN et al., 2016; FETSCH et al., 2016;
ROBERTSON et al., 2016; JOSEPH et al., 2017), permitindo-nos ter uma ideia das
melhores condi¢cbes para a encapsulagdo de proteinas. Em primeiro lugar, foram
consideradas as caracteristicas fisico-quimicas da ASNase, como seu ponto isoelétrico,
massa molecular e diametro hidrodindmico, bem como as propriedades dos copolimeros,
como comprimento da por¢édo hidrofilica d, a espessura da por¢éo hidrofébica I, o pKa e

e a massa molecular.
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IV.3.1 Polimerossomos obtidos pela abordagem bottom-up: troca de pH

Para realizar o método de troca de pH, é necessario considerar o valor de pKa do
bloco hidrofobico PDPA, que é igual a 6,4 a temperatura ambiente (LOMAS et al., 2010).
Portanto, o bloco PDPA é protonado quando o pH é inferior a 6,4 e perde o préton acima
deste pH, tornando-se assim hidrofébico. No inicio do processo o pH esta ao redor de 2,5,
0 bloco PDPA esta carregado e hidrofilico atingindo um volume significativo em solucéo.
Quando o polimero esta totalmente protonado, ele atinge seu volume maximo e pode ser
modelado como um polieletrélito carregado (LOMAS et al., 2007). Por outro lado,
quando o pH esta acima de 6,4, o volume efetivo dos polimeros na dgua é reduzido devido
ao colapso do bloco PDPA que se torna hidrofobico. Neste ponto, os sistemas tornaram-
se turvos, indicando agregacao dos unimeros de copolimero anfifilico em nanoestruturas
(PEARSON et al., 2013a). A ASNase foi adicionada aos sistemas a pH 6.0, no qual
encontra-se carregada negativamente.

Durante o processo de encapsulagdo, a ASNase estava em um microambiente
complexo que continha os unimeros dos copolimeros com significativo volume efetivo
No processo de autoagregacdo, ndo so vesiculas foram obtidas, mas grandes agregados
poliméricos para PEG113-PDPAgy e micelas para PMPC2s5-PDPA7o e PEG113-PDPAgg
também foram formados, como pode ser visto a partir das imagens de MET (Figura 1V.2).

O perfil de DLS (Figura IV.3) confirma tais observagoes.
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Figura IV.2- Microscopia eletronica de transmissdo dos sistemas produzidos através de troca de pH com PMPC2s-

PDPA70 e PEG113-PDPAg. Em A e B, as micrografias mostram vesiculas de PMPC25-PDPA7. Em C e D, as
micrografias mostram vesiculas de PEG113-PDPAso.
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Figura 1V.3- Perfil de distribuicdo de tamanho (didmetro hidrodindmico) por DLS (distribuicdo por intensidade e

ndmero) para os polimerossomos PMPC25-PDPA7o e PEG100-PDPAgo contendo ASNase, preparados por troca de pH
apos cromatografia de exclusdo molecular.
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Os sistemas PL recuperados na centrifugacdo e ressuspensos apresentaram alto
PDI antes da purificacdo por SEC, o que é atribuido a presenca de grandes agregados,
especialmente para o sistema PEGi113-PDPAg (Figura IV.4B). A presenca de micelas
nesses sistemas estd de acordo com as teorias da formacdo de PL, uma vez que 0s
unimeros de PMPC2-PDPA7 e PEG113-PDPAgy podem se autoagregar em pequenas
micelas que crescem em bicamadas que, por sua vez, tendem a se fechar em PL.

A funcéo de correlagdo da analise de DLS (Figura IV.4A) mostrou para ambos 0s
copolimeros um tempo de decaimento mais rapido para o sobrenadante obtido apds o
segundo passo de centrifugagéo a 20 000 x g indicando uma fragédo rica em estruturas
menores, no caso em micelas, em comparagdo com a fracdo PL do pellet ressuspenso em
PBS.

Mesmo com um passo final de purificagdo com base em tamanho como SEC
(ROBERTSON et al., 2016a), estruturas menores atribuidas a vesiculas (~ 100 nm) e
micelas (~ 40 nm) permaneceram na amostra final preparada a partir de PMPC25-PDPA7o
e contendo ASNase (Figura IV.3), o que aumentou ligeiramente o PDI desses sistemas
(Figura 1V.4B). No caso do PEGi113-PDPAgo, a presenca de micelas ndo foi observada
para os sistemas finais, mas agregados maiores premaneceram, 0 que aumentou
significativamente o tempo de decaimento nas funcgdes correlagcdo obtidas por DLS

(Figura IV.4C) e os valores de PDI (Figura IV.4D).
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Figura IV.4- A) Fungdes de correlagdes do DLS obtidas para sistemas PMPC2s-PDPA7 e PEG100-PDPAgo ap6s 0 método de troca de pH. B) Diametro hidrodindmico (Z-Average) das medidas de
intensidade de espalhamento e medidas de PDI para sistemas de polimerossomos vazios e com proteina antes da purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC). C) Fungdes de
correlagdes DLS registradas para os sistemas finais PMPC2s-PDPA7o e PEG100-PDPAgo ap6s a SEC. D) Diametro hidrodinamico (Z-Average) das medidas de intensidade de espalhamento e PDI
para sistemas de polimerossomos com e sem ASNase apds a SEC.
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IV.3.2 Polimerossomos obtidos pela abordagem Top-Down: Hidratacéo do filme
seguido de eletroporagdo

Na abordagem top-down, as amostras de PL foram inicialmente preparadas através
do método de hidratacdo do filme, que requer quatro semanas para PMPC2-PDPA7o
(BATTAGLIA; RYAN, 2006a) e duas semanas para PEG100-PDPAgo, Sob agitacdo com
alta taxa de cisalhamento. Posteriormente, os sistemas foram eletroporados com um valor
de tensdo fixa (Va) de 2500 V para encapsular ASNase.

Durante a hidratacdo do filme, PL se formam gradualmente a partir da interface
entre a agua e o filme polimérico. Para PMPC2s-PDPA7o, foi obtida uma mistura de PL
esféricos e tubulares (Figura IV.5A), conforme relatado por Robertson et al. (2014), no
entanto, com uma estreita distribuicdo de tamanho (Figura 1V.6). Por outro lado, os
sistemas PEG100-PDPAgo ndo apresentaram vesiculas tubulares, mas apenas esféricas
(Figura 1V.5D). Apds a eletroporacédo independentemente do nimero de pulsos usados e
da purificacdo por SEC, as vesiculas mantiveram a morfologia original, inclusive as

vesiculas tubulares continuaram presentes para o sistema formado por PMPC25-PDP Av.
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Figura IV.5- Microscopia Eletronica de Transmissdo: (A) polimerossomos obtidos por hidratacéo do filme de PMPC25-PDPA7o, (B) polimerossomos de PMPCzs-PDP Ao ap0s eletroporacéo com
10 pulsos (C) polimerossomos de PMPC25-PDPA7o ap0s eletroporagdo com 20 pulsos, (D) polimerossomos obtidos por hidratagéo do filme de PEG100-PDPAso, (E) polimerossomos de PEG1o0-

PDPAg apos eletroporagdo com 10 pulsos, (F) polimerossomos de PEG100-PDPAgo ap6s eletroporagdo com 20 pulsos.
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Figura IV.6- Perfil de distribuicio DLS por intensidade para PMPC2s-PDPA70 e PEGio0-PDPAgy para 0s
polimerossomos contendo ASNase preparados por hidratacdo do filme seguida de eletroporagdo, apds cromatografia
de exclusdo molecular (SEC).

A presenca de polimerossomos tubulares nos sistemas de PMPC-PDPA foi
explicada anteriormente por Battaglia e seus colaboradores: o filme polimérico se
entumece com a hidratacdo e, em seguida, forma uma rede que rompe liberando
segmentos de filme. Esses segmentos se agrupam em uma rede tubular continua que em
seguida formam tabulos Unicos e pequenas estruturas emaranhadas. Estes tubulos se
dividem em tabulos menores dos quais finalmente brotam PL esféricos (ROBERTSON
etal., 2014).

A eletroporacdo ndo levou a mudancas no tempo de decaimento do DLS para o
sistema PMPC25-PDPA7o contendo ASNase (Figura 1V.6 A), o qual manteve o tamanho
nanométrico e PDI baixo (Figura 6 B). Apos a purificagdo por SEC, observou-se uma

ligeira alteragdo no tempo de decaimento dos sistemas PEGio0-PDPAgo (Figura 1V.7C) e
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o sistema final contendo ASNase apresentou valores mais baixos de tamanho e PDI
(Figura 1V.8D).

As diferencas e semelhancas estruturais e bioldgicas entre PMPC2s5-PDPA7g €
PEG100-PDPAgo ja foram relatadas por Ruiz-Perez et al (2016), que evidenciaram que a
natureza volumosa do grupo fosforilcolina, o qual tem uma area maior do que a ocupada
pelo segmento de PDPA na molécula de copolimero e, de fato, protege o PDPA da agua
quando consideramos 0s unimeros do copolimero. No PEG100-PDPAgo, as unidades de
oxido de etileno ndo sdo suficientemente volumosas para cobrir a area hidrofébica do
PDPA, o que pode justificar a autoagregacdo mais rapida e, portanto, 0 menor tempo

necessario para obter PL.
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Figura IV.7- A) Fungdes de correlagdes do DLS obtidas para sistemas de PMPC2s-PDPAzo obtidos por hidratagdo do
filme B) Z-Average das medidas baseadas em intensidade de tamanho e medidas de PDI para sistemas de PMPCs-

PDPAv. C) Fungdes de correlagdes do DLS obtidas para sistemas PEG100-PDPAgo 0btidos por hidratacdo do filme.
D) Z-Average das medidas baseadas em intensidade de tamanho e medidas de PDI para sistemas de PEG100-PDPAso.
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I1V.3.3 Encapsulacao de L-Asparaginase nos polimerossomos

Para calcular a capacidade de encapsulacdo, primeiro foi considerado o
rendimento dos polimerossomos, haja visto que ha uma relacdo entre a quantidade de
vesiculas e a quantidade de proteina a ser encapsulada. Como pode ser visto na Figura
IV.8, 0 metodo de hidratacéo do filme seguido de eletroporacao resultou em rendimentos

significativamente maiores em quantidade de polimerossomos do que 0 método de troca

de pH.
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. ~ 4.0
Centrifugacio a 1000x g 2
(Remove grandes E
agregados
gregados) 235
£
= IEI
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Figura 1V.8- Rendimentos de polimerossomos contendo ASNase encapsulada apds as abordagens de (A) top-down
(hidratagdo do filme seguida de eletroporagéo) e (B) bottom-up (troca de pH).

Apos a hidratacdo do filme, o passo para a purificacdo foi a centrifugacéo para
remover o bulk polimérico e, apos a eletroporacdo, cromatografia de exclusdo molecular
para remover ASNase livre. Ap6s 0 método da troca de pH, foi necessario remover as
micelas formadas. Além disso, neste caso, a autoagregacdo ocorre rapidamente formando

agregados poliméricos maiores, 0 que torna o rendimento final em vesiculas menor que
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o rendimento obtido por hidratacdo do filme seguida de eletroporacdo. Portanto, a
abordagem bottom-up levou a uma maior perda de massa de copolimero nos sistemas
finais e, portanto, a diminuicdo dos rendimentos de PL finais devido a formacdo de
micelas e maior quantidade de bulk polimérico em comparacao com a hidratacéo do filme
seguida por eletroporacgdo. O fato da hidratagdo do filme ter sido realizada em quatro
semanas contribui para a autoagregacdo de um sistema homogéneo, com agregados
menores e com menos micelas.

No método de bottom-up, a encapsulacdo da ASNase foi influenciada por um
microambiente complexo durante a autoagregacdo de PMPC2s-PDPA7o e PEGaoo-
PDPAgo, com presenca de unimeros e micelas. Além disso, o rendimento de PL foi baixo,
levando a um pequeno volume de espaco total para encapsulacdo. Este método resultou
em uma eficiéncia de encapsulacdo de 3 moléculas de ASNase por PL de PMPCs-
PDPA7q e cerca de 4 moléculas de ASNase para cada PL de PEG100-PDP Ago.

Por outro lado, durante a eletroporacéo, a difusdo de ions, moléculas pequenas e
macromoléculas ocorre no lumen da vesicula ap6s a formagdo de poros temporarios na
membrana pela aplicacdo da forca elétrica externa. Quando a desestabilizacdo da
membrana ocorre, 0s copolimeros se reorganizam orientando o bloco hidrofilico para
dentro do poro interno. Esta reorganiza¢do minimiza o contato entre o bloco hidrofébico
e a 4gua (WANG et al., 2012). A hidratacdo do filme seguida por eletroporagdo resultou
em uma eficiéncia de encapsulacdo de cerca de 3 proteinas por PL para ambos 0s
copolimeros, mas com maior rendimento final de PL em comparacdo com o método de
troca de pH, especialmente para PMPC2s5-PDPA7o. Portanto, 0 método de eletroporacao
apos a hidratacdo do filme foi 0 mais eficiente em termos de taxa global de encapsulacao.

A tabela 1V.7 resume as principais condi¢Ges praticas para a encapsulacdo da

ASNase.
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Tabela 1V.1- CondicBes para encapsulacdo da L-asparaginase.

Abordagem Bottom-up / Troca de pH
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Abordagem Top-down / Hidratag&o do filme seguida de
eletroporacéo

Teoria

Regra Préatica (Thumb rule)

Teoria

Tempo do
processo

Répido

Se o processo for realizado rapidamente, a
populacdo de micelas pode ser maior do que
a de polimerossomos, entdo todo o processo

deve ocorrer em cerca de 1 hora. Se for muito
lento, o crescimento assimétrico ocorre
levando a formacao de estruturas do tipo
genus (ref pearson et al 2013, Robertson et
al. 2016)

Lento

Regra Pratica (Thumb rule)
Uma vez que o sistema esteja
formado, a eletroporagdo € uma
rapida rota de encapsulacdo. A
ASNase permanece apenas por um
curto periodo de tempo em
temperatura ambiente (20 pulsos
com intervalo de 1 minuto entre

Autoagregacao

Polimerssomos esféricos e
micelas

Uma vez que a proteina esta carregada
negativamente e os polimeros carregados
positivamente, as interagdes eletrostaticas
promovem a encapsulacdo. No entanto, o

microambiente é complexo porque a

autoagregacdo ocorre na presenca da

proteina, além das micelas que podem
interagir estericamente com a proteina.

Polimerossomos esféricos e
tabulos

eles).

Os polimersomos tubulares ndo séo
desejados para a encapsulacéo da
ASNase, porém a eletroporagdo
evitou a complexidade da
autoagregacdo, uma vez que 0s
polimerossomos j4 estéo formados.

Etapas de
purificacao

Centrifugacdo a baixa e alta
velocidade seguidas de
cromatografia de excluséo
molecular.

Uma quantidade elevada de

Para 0 PMPC-PDPA, as micelas ndo foram
completamente removidas. Para PEG-PDPA,
0s grandes agregados permaneceram apos a

purificacdo levando a um PDI alto

Centrifugacdo a baixa
velocidade e SEC.

Um passo para remover 0s tdbulos
pode ser aplicado para otimizar a
encapsulacdo. Os tubos podem ser
removidos por gradiente de sacarose
(ref Robertson et al. 2016)

Rendimento de
polimerossomos

polimero (20 mg) em 3 mL
de PBS &cido e a medida que
se promove a elevacdo do
pH o volume final do
sistema pode chegar a 4 mL

Embora uma massa alta de copolimero seja
usada, a presenca de micelas, leva a etapas
adicionais de purificacdo e ocorre perdas de
concentracdo ao longo destas etapas,
portanto, menor espago para encapsular
ASNase

Uma pequena quantidade de
polimero (5 mg) em 1 mL de
PBS poderia ser utilizada e
eletroporagdo permite a
utilizacdo de apenas pl de
sistema de polimerossomos

Uma aliquota (200 plL) de
polimerossomos €é usada para
eletroporagdo, mas a concentracao
final de polimero é maior do que no
método de troca de pH
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IV.4 CONSIDERACOES FINAIS

Para os copolimeros PMPC-PDPA e PEG-PDPA, pela abordagem de bottom-up
através do método de troca de pH, a ASNase esta em solu¢cdo em um microambiente
complexo com a presenca de unimeros e micelas durante o processo de formacdo das
vesiculas, além disso, o rendimento de PL foi baixo, levando a um pequeno volume de espaco
total para encapsulacdo. Pela abordagem de top-down, a presenca de tdbulos para o PMPC-
PDPA apés a hidratacdo do filme ainda faz com que sejam necessarias semanas de agitacdo
para completa formacgdo de vesiculas esféricas, no entanto o0 método de eletroporagéo foi o

mais eficiente em termos de taxa global de encapsulacéo.
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CAPITULO V

Como superar os problemas metodoldgicos da nanoencapsulacéo de proteinas em
polimerossomos? Um estudo com a L-Asparaginase

Este capitulo expde uma adaptacdo feita no Laboratério de Nanobiotecnologia da
FCF/USP/SP dos métodos empregados no grupo do professor Giuseppe Battaglia na
UCL. Os dados aqui discutidos foram compilados em um artigo submetido para
publicacdo no periddico Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects

Overcoming the pitfalls of polymersomes as protein delivery systems: a study on L-
Asparaginase encapsulation.

Alexsandra Conceicdo Apolinario!, Rafael Bertelli Ferraro®, Camila Areias de Oliveiral,
Adalberto Pessoa Jrt. and Carlota de Oliveira Rangel-Yagui'
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Capitulo V-Como superar os problemas metodoldgicos da hanoencapsulacao de
proteinas em polimerossomos? Um estudo com a L-Asparaginase

V.1 INTRODUCAO

No campo da nanobiotecnologia, os polimersomos (PL) sdo alternativas como
sistemas de liberacdo de farmacos devido a possibilidade de encapsular moléculas
hidrofdbicas e hidrofilicas, incluindo biomacromoléculas como proteinas (MESSAGER et
al., 2014). Devido a morfologia vesicular, essas nanoestruturas sao consideradas andlogos
dos lipossomos mas sdo formadas pela autoagregacdo de copolimeros anfifilicos,
consequentemente, possuem propriedades mecanicas mais robustas (DISCHER et al.,
1999a). A evolucdo da ciéncia de polimeros também fundamentou o desenvolvimento de PL.
Apb6s mais de duas décadas, diferentes sistemas de PL tém sido propostos, como 0s
termorresponsivos (WONG et al., 2015), pH responsivos (LOMAS et al., 2010),
quimiotaxico (JOSEPH et al., 2017) e com membranas permeavel PL (MESSAGER et al.,
2016). Especial énfase foi dada a PL para encapsulacédo de proteinas (WANG et al., 2012),
em particular enzimas com o possivel desenvolvimento de nanoreatores (KIM et al., 2009).

Diferentes métodos sdo necessarios para 0 desenvolvimento de PL, mas as
semelhancas morfolédgicas com lipossomas levam ao uso de muitas técnicas ja utilizadas para
estas nanoestruturas como hidratagdo do filme polimérico e extrusdo. No entanto, o bloco
hidrofébico que forma o copolimero pode oferecer desafios adicionais, como a alta
temperatura de transicao vitrea que dificulta a extrusdo (MARSDEN; GABRIELLI; KROS,
2010). E claro que muitas contribuicdes inovadoras no campo de PL sdo relatadas, mas para

a rotina nos laboratorios, alguns problemas permanecem.
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Os protocolos para produzir e caracterizar as vesiculas poliméricas envolvem passos
e detalhes essenciais que geralmente ndo sdo descritos nas publicacdes. Portanto, séo
necessarias descricdes mais precisas para a preparacao de PL através de métodos rapidos,
racionais, escalonaveis e consistentes, especialmente para encapsulacdo de proteinas, uma
vez que essas macromoléculas sdo suscetiveis a alteracdes estruturais e perda de funcédo
bioldgica.

Nesse trabalho, descrevemos dicas para obter e caracterizar PL visando a
encapsulacdo de proteinas. Os copolimeros estudados foram o dibloco poli (6xido de etileno-
b-acido lactico) (PEG-PLA) de diferentes fragdes hidrofilicas e o tribloco Pluronic® L-121
(PEGs-PPOgs-PEGs). Diferentes abordagens de preparagdo, como os métodos bottom-up e
top-down, foram aplicadas e etapas amplamente relatadas para a formacgdo de PL foram
avaliadas. A enzima L-Asparaginase (ASNase) foi utilizada como proteina modelo. A L-
asparaginase é um dos principais farmacos utilizados no tratamento da leucemia linfoblastica
aguda. No entanto, existem algumas desvantagens clinicas como hipersensibilidade, a
opsonizacao e sua captura pelo sistema mononuclear fagocitico. A nanoencapsulacéo dessa
enzima seria uma alternativa para evitar sua exposicao a proteases e anticorpos plasmaticos
(BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015).

V.2 MATERIAIS E METODOS
V.2.1 Materiais
A enzima L-asparaginase 225 U / mg (dados do fabricante) foi adquirida da ProSpec

Tany® (Ness-Ziona, Israel). Os copolimeros poli (6xido de etileno-bloco-acido lactico)
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(PEGus-PLAg9, PEG114-PLA1s3 € PEG114-PLA1g0) foram adquiridos da Polymer Source®
(Montreal. Quebec. Canada) e Pluronic® L-121 (PEGsPPOgsPEGs) foi gentilmente doado
pela Basf SE Todos os outros reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich (Sigma Aldrich
Co., Saint Louis, MO, Estados Unidos): Sepharose 4B, metanol anidro, acido fosfotngstico
(PTA), Triton X-100 e kit de determinacdo de proteinas por BCA. Todos os materiais foram
utilizados como recebidos, sem qualquer purificacdo adicional. Agua purificada (Milli-Q,
Millipore, Bedford — MA) foi usada para todos os experimentos. Os sistemas foram
preparados em tampé&o PBS.
V.2.2 Preparagéo dos Polimerossomos

Para os copolimeros de PEG-PLA foi realizada a hidratagdo do filme e para o
Pluronic® L-121, dois métodos foram realizados para obter dispersdes de PL: troca de
temperatura (abordagem bottom-up) e hidratacdo de filme combinado com eletroporagao
para encapsulacédo (top-down).
V.2.2.1 Hidratacao do filme e eletroporacao

O copolimero (PEG-PLA ou Pluronic® L-121) foi diluido em uma mistura de CHCl3
e MeOH (2:1 v/v) na concentracdo final de 5 mg/mL e seco a vacuo por 2 horas em
evaporador rotativo a 40 rpm rotacdo para obter um filme fino de polimero. O filme foi
hidratado com PBS pH 7,4 (concentracdo de polimero de 5 mg/mL) e submetido a agitacdo
magnética a 800 rpm durante 24 horas. Depois, o sistema de PL foi misturado com ASNase
para uma concentracdo final da enzima de 2 mg/mL e eletroporado (2500 V, 10 pulsos com

intervalo de 60 segundos entre cada pulso).
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V.2.2.2 Troca de Temperatura

Uma solugéo de copolimero Pluronic® L-121 (5 mg/mL) e ASNase (2 mg/ mL) foi
submetida a agitacdo a 400 rpm, a 4°C durante 1 hora. Para obter nanoestruturas de
autoagregacao, a solugdo foi mantida sob agitacdo magnética por 800 rpm a temperatura
ambiente por 24 horas. O bulk polimérico foi removido por centrifugacdo (1000 x g, 5
minutos). O passo seguinte foi a ultrafiltracdo (10 minutos a 3000 x g) do sistema utilizando
filtros Amicon (10 kDa) (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) para aumentar a

concentracdo de PL antes da purificacéo.

V.2.3 Caracterizacao dos Polimerossomos
V.2.3.1 Espalhamento Dinamico de luz (DLYS)

O diametro hidrodinamico dos PL foi avaliado por analise DLS (Zetasizer Nano ZS,
Malvern) como descrito no capitulo 4.
V.2.3.2 Microscopia eletrénica de transmissao

A morfologia das vesiculas e o tamanho foram avaliados por microscopia eletronica
de transmissdo. Os grids foram submetidos a descarga elétrica em um equipamento Glow
(PELCO easiGlow ™, Redding, CA, EUA) por 45 segundos sob pressio reduzida (6,4 x10
mbar) e o preparo da amostra foi feito como descrito no capitulo 4. Os ensaios de MET foram

realizados em microscopio Tecnhai G20 (FEI Company, Hillsboro, Oregon, EUA).
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V.2.3.3 Purificacdo dos sistemas e célculo da eficiéncia de encapsulacéo

A purificacdo dos PLs contendo ou ndo ASNase foi realizada por cromatografia de
exclusdo molecular (SEC) em uma coluna de 15 mL, sendo a Sepharose 4B a fase
estacionaria. Para o empacotamento em coluna, a resina (em etanol 20%) foi lavada com agua
seguida de centrifugacdo (3000 x g, 5 minutos) e depois lavada cinco vezes com PBS pH 7,4
e centrifugada (3000 x g, 5 minutos). As colunas foram cheias com Sepharose 4B e eluidas
com tampao PBS pH 7,4. A purificacdo por SEC foi realizada adicionando 400 pL da amostra
na coluna. As fragdes eluidas foram recolhidas e concentradas por ultrafiltracdo 3000 x ¢
durante 10 minutos utilizando filtros Amicon (10 kDa) até 400uL de volume final. A ruptura
das nanoestruturas foi realizada pela adi¢do de Triton X-100 a uma concentracao final de 2%.
A quantificacdo da proteina encapsulada foi realizada pelo método &cido bicinconinico
(BCA), seguindo o protocolo do fabricante (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) e a
eficiéncia de encapsulacéo calculada de acordo com a equacdo V.1.

EE% _ Pencapsulada <100 (Equagéo Vl)

Ptotal

em que: Pl € @ Mmassa de proteina total adicionada ao sistema e Pencapsulada € @ Massa de

proteina no sistema apds a purificacdo.

V.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
V.3.1 Desenvolvimentos dos polimerossomos
Desde 1990, quando Discher introduziu o conceito de PL na comunidade cientifica

(DISCHER et al., 1999), alguns problemas metodoldgicos estdo presentes, especialmente por
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causa do uso excessivo de protocolos de preparacdo iguais aos dos lipossomos. Também,
porque o pesquisador as vezes ndo considera caracteristicas particulares do fenémeno de
autoagregacdo como as diferentes temperaturas de transicdo vitrea e as diferentes
concentragcOes de copolimeros, o que pode resultar na presenca de micelas e fases lamelares
(BATTAGLIA; RYAN, 2005; BATTAGLIA et al., 2006). A encapsulagdo de farmacos em
PL também é um desafio, apesar da nova era criativa do design polimérico para drug delivery
(LOVERDE et al., 2011).

A primeira dica para a preparacdo de PL € iniciar o método cientifico com base em
trés perguntas: “Por qué?”’, “Qual?” e “Como”’? A primeira questao a ser feita & “Por que
polimerossomos?” como descrito na figura V.1, devemos considerar desde o inicio
informacgbes sobre a aplicacdo terapéutica, como o alvo e o tipo de molécula que serd
encapsulada. A partir desta resposta inicial, surge a seguinte questao: “Qual copolimero seria
mais adequados?” Muitas opc¢des sdo possiveis, tais como copolimeros responsivos a pH,
responsivos a temperatura ou cristalinos e cada um pode ser mais apropriado dependendo da
aplicacdo. Se as caracteristicas fisico-quimicas desses copolimeros e farmacos forem
consideradas, a proxima pergunta é: “Como produzir os polimerossomos?” Como ja foi dito,
protocolos j& descritos para lipossomos podem ser selecionados como primeira op¢do, mas
nem sempre sdo adequados para PL.

Em relacdo a primeira questdo, para a enzima ASNase, a compartimentalizagdo no
core dos PL pode aumentar sua meia-vida aparente e, uma vez que 0 mecanismo de acao é

baseado na deplecdo de asparagina circulante, o uptake celular ndo é necessario. Neste caso,
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a propriedade de furtividade devido a corona de PEG das vesiculas reduz a captacéo celular
e os tempos de retencdo de vesiculas na circulacdo sanguinea serdo aumentados (PELAZ et
al., 2015). Um dos principais desafios € manter a atividade da ASNase. Métodos como
hidratacdo de filme com contato minimo com solvente podem ser empregados, mas técnicas
pos-filme como sonicacdo por exemplo, podem promover a agregacdo de proteinas.
Investigamos a estabilidade da ASNase sob diferentes condi¢c6es de estresse, como agitacdo
e sonicacao e é possivel ver relativa perda da atividade da enzima como o principal gargalo,
possivelmente em razdo da agregacdo da mesma durante a agitacéo e sonicacao (Figura V.
2). Neste sentido, a eletroporagio de PL de Pluronic® L-121 pré-formados poderia ser uma

estratégia para encapsular a ASNase.
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Figura V.1- Preparacéo de polimerossomos para a encapsulacéo de L-Asparaginase baseado em trés questdes iniciais: "Por qué?" “Qual?”” e Como? Os copolimeros Pluronic L-121 (PEGs-PPOsg-

PEGs) e PEG-PLA (PEGuss-PL A6y, PEG114-PLA153 € PEG114PL A1so) foram usados para produzir as vesiculas.
* A imagem da L-asparaginase nesta figura foi obtida a partir do Protein Data bank (Cédigo do PDB: 3ECA)
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B Elctroporagéo
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Figura V.2- Perfil de % de recuperagdo de atividade enzimatica da L-Asparaginase depois das condi¢des de estresse

empregadas nos métodos de elaboragéo de polimerossomos.

Depois de responder as perguntas "Por qué?", "Qual?" e "Como"? Com base nas dicas
descritas acima, os protocolos para preparar PLS e encapsular ao ASNase séo ilustrados na

figura V.3.
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Figura V.3- Esquema das abordagens bottom-up e top-down para producao de polimerssomos e encapsulacdo da L-asparaginase (ASNase).
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A abordagem bottom-up com troca de temperatura leva a mudanca de fase no
sistema. Inicialmente, a baixa temperatura (abaixo de 15 °C), o sistema consiste em uma
solucdo de unimeros de Pluronic® L-121 e ASNase. A temperatura ambiente, ocorre a
desidratacdo das por¢bes de PPO, levando a reconfiguracdo com autoagregacdo devido
ao efeito hidrofébico. Além de PL, agregados micelares podem se formar, diminuindo a
encapsulacgdo protéica (CHENG et al., 2016).

A distribuicdo de tamanho por DLS dos sistemas de PL logo apds o método de
troca de temperatura (Figura V.4A) e das fracdes coletadas ap0s a purificacdo por SEC
(Figura V.4B) mostra que os sistemas eram razoavelmente monodispersos antes da
purificacdo e preservavam as caracteristicas do PL ap0s a purificacdo. A Figura V.4C
apresenta as imagens de MET dos sistemas e pode-se ver nanoestruturas com espaco
delimitado por uma membrana espessa, confirmando que PL de Pluronic L-121® foram
produzidos. O didmetro médio das vesiculas foi de 198 nm (+ 6,43) para os sistemas
anteriores a purificacdo e 205,9 nm (+ 1,67), 197,5 nm (£ 0,77) e 196,9 nm (£ 1,52) para

as 3 fracdes coletadas durante a purificagéo.
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Figura V.4- Distribuicdo de tamanho dos polimerossomos Pluronic® L-121 obtidos a partir da troca de temperatura
(método bottom-up) e das fragOes coletadas ap6s a purificagdo por SEC. A) DLS para nanossitema apés o método de
troca de temperatura. B) DLS para fragfes coletadas da SEC. C) Imagens de TEM para sistemas finais: fracoes
concentradas apds centrifugagdo com filtro de 10kDa.
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O método de hidratacdo do filme também resultou em nanossistemas como
apresentado na Figura V.5A. Este método geralmente envolve condi¢des estressantes para
proteinas, tais como agitacdo extensiva e sonicacdo. Portanto, decidimos realizar a
encapsulacdo de vesiculas pré-formadas por eletroporacdo, como sugerido por Battaglia
e colaboradores (MESSAGER et al., 2014). A eletroporacgdo permite a encapsulagéo de
proteinas apos a producgdo da vesicula. Essa técnica € amplamente utilizada no campo da
biotecnologia e requer o uso de um campo elétrico alto para criar poros induzidos pela
eletroporagdo em bicamadas de vesiculas (MEGLIC; KOTNIK, 2017). Os valores de
didmetro hidrodindmico e PDI para os nanossistemas obtidos ap6s a hidratacdo do filme
foram de 151 nm (+ 2) e 0,124 (+ 0,004) para Pluronic® L-121, 658 nm (+ 19) e 0,406 (+
0,05) para PEGas-PLAs9, 240 nm (£ 5m) e 0,347 (x 0,038) para PEG114-PLA153, 266 (*
6) e 0,367 (x 0,034) para PEG114PLA1g0, respectivamente. Para todos os nanossitemas de
PEG-PLA, um pequeno pico no final do perfil de distribuigédo de tamanho foi observado,

o qual foi atribuido ao bulk polimérico remanescente.
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Figura V.5 A) Distribuicdo de tamanho das nanoestruturas de Pluronic® L-121 e PEG-PLA* obtidas pelo
método de hidratacéo do filme B) kcps para o sistema Pluronic® L-121 diluido (1:20) e sistemas PEG-PLA
diluidos: PEG45-PLAg9 (1210), PEG114PLA50 (1: 2) e PEG114-PLA;53 sem dI|UI(;éO

* A micrografia dessas nanoestruturas ja foi mostrada no capitulo 3

Apesar dos valores de PDI estreitos e tamanhos almejados para sistemas (exceto
para PEGas-PLAgg), um significativo bulk polimérico ainda foi observado para os
copolimeros de PEG-PLA apds a centrifugacdo. O grau de cristalinidade é uma das razdes
do desafio de autoagregacdo de copolimeros de PEG-PLA, como j& foi relatado no
capitulo 3. Como resultado, sistemas muito diluidos foram obtidos e a baixa concentragdo
de vesiculas foi considerada uma desvantagem para a realizacdo da eletroporacgao, uma
vez que a adicdo da solucdo de ASNase e a purificagdo de amostras com baixa
concentracdo de PL levariam a nanossistemas muito diluidos. A Figura V.5B mostra a
“taxa de contagem” (em kcps) para cada sistema PEG-PLA obtido a partir hidrata¢do do
filme. Os kcps sdo equivalentes ao nimero de fétons por segundo que chegam ao detector

e, em uma concentracao especifica, o valor é uma indicacao da capacidade de deteccéo
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do instrumento (TANTRA; SCHULZE; QUINCEY, 2010). Com base no aspecto (leitoso
ou n&o), os sistemas de Pluronic® L-121 foram diluidos 1:20 em PBS, os sistemas PEGs-
PLAsy foram diluidos 10 vezes e os sistemas PEG114PLA1g0 2 vezes, para realizagdo das
medidas de DLS. O sistema PEG114-PLA1s3 foi analisado sem diluicdo. Mesmo com a
maior diluicdo, o valor de kcps para as nanoestruturas de Pluronic® L-121 foi maior em
comparagdo com os nanossitemas de PEG-PLA, confirmando que os ultimos estavam
relativamente diluidos. Portanto, os copolimeros de PEG-PLA ndo foram mais
considerados para 0s ensaios de eletroporagéo.

Para os passos seguintes, o Pluronic® L-121 foi escolhido e trabalhos anteriores
descrevem que o Pluronic® L-121 forma pequenas vesiculas unilamelares com
aproximadamente 100 nm, similar ao que obtivemos. No entanto, a literatura relata que
estes PL reverteriam para estruturas lamelares planas dentro de poucas horas apds a
preparacdo, o que limitaria a aplicacdo como sistemas de liberacgdo controlada (LI et al.,
2009). Realizamos entdo um estudo preliminar de estabilidade de curta duracdo que
demonstrou que as vesiculas de Pluronic® L-121 sdo estaveis durante uma semana a

temperatura ambiente (Figura V.6).
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Figura V.6- Distribuigdo de tamanho dos polimerossomos de Pluronic® L-121 preparados por hidratagdo de filme sob
agitacdo overnight e apds 24, 48, 72 horas e uma semana a temperatura ambiente (25 °C).

Dada a estabilidade dos PL de Pluronic® L-121, as amostras foram eletroporadas
para encapsulacdo da ASNase. As analises de DLS e TEM confirmaram a estabilidade
dos PL frente a eletroporacdo (Figura V.7), sendo os valores de diametro hidrodinamico

para o sistema de 213 (£ 3) e 171 (+ 2,) antes e ap0s a eletroporacdo, respectivamente.
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Figura V.7- Distribuicdo de tamanho e micrografias de TEM dos polimerossomos de Pluronic® L-121 A) antes da
eletroporagdo e B) Apds a eletroporagdo (2500 V e 10 pulsos).

V.3.2 Encapsulacédo da ASNase em polimerossomos

A eficiéncia de encapsulacao para a abordagem bottom-up (troca de temperatura)
apos a purificacdo por SEC foi de 4.9% (+ 1,6). No entanto, esses valores foram obtidos
pelo método indireto e acreditamos que uma superestimacdo ocorre quando a EE% é
baseado na quantificacdo da proteina no sobrenadante ap6s a centrifugacdo do sistema.

As cadeias de PEG podem interagir formando uma rede polimérica e aprisionar

moléculas de proteinas livres que sdo, portanto, medidas como encapsuladas. Para
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confirmar nossa hipétese, realizamos a determinacéo indireta de EE% nos PL de Pluronic
L-121 e valores de 69% foram obtidos (Figura V.8).

Recentemente, foi publicado um artigo sobre a encapsulacdo da ASNase em PL
(BLACKMAN et al., 2018) de poli (6xido de etileno) -poli-(2-hidroxipropil metacrilato)
e a EE% medida de maneira indireta por centrifugacdo foi de 9%. Portanto, o valor
encontrado por nds pode ser considerado significativo, dada a limitagdo dos PL. Esté claro
para nos que a purificacdo de PL por SEC é fundamental para determinar a EE% e, dados
os desafios para um procedimento adequado para esta etapa.

Né&o foi detectada encapsulagdo da proteina nos PL quando a eletroporacéo foi
usada. Com base nos principios da técnica, a eletroporacdo causa uma perturbacdo da
membrana e provoca uma reorganizac¢do do bloco hidrofilico no poro interno e o rearranjo
é finalizado para minimizar o contato entre o bloco hidrofobico e a &gua (WANG et al.,
2012). Para copolimeros dibloco, levando em consideracdo o espaco ocupado por cada
bloco do copolimero (proporcional a espessura da membrana (d) e o balango entre as
interacdes dos dois blocos (hidrofilico e hidrofébico), o raio minimo para que ocorra
formacdo de poro (Rp) estavel com consequente encapsulacdo proteica pode ser estimado
(DISCHER; AHMED, 2006):

_ b b 5
rp - kleloco hidrofoébico + kZNbloco hidrofilico (Equagao 3)

em que: N é o numero de unidades monoméricas que formam o bloco especifico do
copolimero, b é o coeficiente de coil do copolimero, k € uma constante pré-exponencial
tipicamente proporcional a tensao interfacial entre dois blocos poliméricos (k1) e entre o
bloco hidrofdbico e a 4gua (k2).

Para o Pluronic® L-121, a arquitetura ndo impde uma conformac&o definida para
a membrana nos nanoagregados. Ambas as conformacfes em forma de | e em U sdo

observadas nas bicamadas formadas. Dessa maneira, esse copolimero resulta em

vesiculas com membrana relativamente espessas, mas de empacotamento “frouxo”,
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portanto mais permeéaveis. Durante a técnica de eletroporacdo, a cadeia hidrofilica curta
em relacdo a bicamada hidrofobica dificulta a organizacdo do bloco hidrofilico no poro
interno, gerando poros instaveis na bicamada, que podem desaparecer antes da
encapsulacdo da proteina. Dependendo do tamanho do bloco hidrofilico, o PL pode ainda

resistir ao campo elétrico externo inalterado (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2011).

V.4 CONSIDERACOES FINAIS

Baseando-se nas questdes, “Por qué?”’, “Qual?” e “Como ”? foi possivel delinear
métodos para a encapsulacdo da ASNase em PLs, bem como observar que certas dicas,
quando aplicadas em determinadas etapas do processo de obtencéo e caracterizacdo de
PLs, evitam falsos resultados, formacdo de artefatos e falta de reprodutibilidade. Os
resultados obtidos demonstraram que antes de proceder & encapsulacdo, € necessario
garantir que os PLs foram formados sem excesso de polimero precipitado, no entanto é
imprescindivel que a técnica de encapsulagdo da enzima ndo leve a desestabilizacdo da
mesma. Além disso, observou-se que a utilizacdo de um copolimero tribloco nédo
necessariamente permite extrapolacdo das técnicas usadas para diblocos, pois
demonstramos que a eletroporagdo do Pluronic® L-121 n&o foi eficaz na formacdo de

poros devido a arquitetura desse copolimero.
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3. CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

Ao longo deste estudo, diversos axiomas difundidos no campo da autoagregacéo
de moléculas anfifilicas foram analisados e na pratica, diferentes estratégias foram usadas
para obtencdo dos polimerossomos de acordo com os copolimeros empregados, ficando
claro que ndo haviam regras universais, mas que a experiéncia laboratorial muitas vezes
delinearia muito mais as abordagens usadas, ultrapassando assim os paradigmas tedricos.

Nos capitulos 11 e 111, utilizando-se copolimeros de PEG-PLA para formagéo de
polimerossomos, esta demonstrado que muito além do volume da fragdo hidrofilica destes
copolimeros dibloco, a cristalinidade e 0 método de elaboragdo empregado influenciam
no perfil de distribuicdo por tamanho dos polimerossomos, bem como nas caracteristicas
finais dos nanossistemas, como concentracdo de vesiculas, devido a presenca de micelas
ou mesmo precipitado polimérico. Neste trabalho, esta baixa concentracdo de vesiculas e
alta proporcao de bulk polimérico precipitado foram gargalos que certamente refletiram
na eficiéncia de encapsulacéo da ASNase entre 5-20% juntamente com as caracteristicas
de massa molecular dos coplimeros que influenciam o volume de espago aquoso
disponivel para encapsulacdo desta proteina.

No Capitulo IV, utilizando-se PMPC-PDPA e PEG-PDPA, com diferentes
abordagens de formacdo de vesiculas, top-down (eletroporacao) e bottom-up (troca de
pH) foi possivel observar que mesmo com métodos ja consolidados, a encapsulagédo de
uma proteina como a ASNase ainda é um campo desafiador, mas que conhecendo bem as
etapas do processo de obtencdo de vesiculas e as caracteristicas nanoestruturais destes
nanocarreadores, é possivel tracar um planejamento racional para encapsular a enzima
em polimerossomos. No caso da abordagem top-down, mesmo com a necessidade de
esperar semanas para hidratacdo do filme, o processo de eletroporacdo mostrou-se rapido

e a proteina fica pouco tempo em temperatura ambiente pois as vesiculas ja estdo
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formadas. O sistema passou por um Unico processo de purificacdo, poucos microlitros
deste € suficiente para eletroporacdo sendo possivel obter varios lotes de sistemas de
polimerossomos contento a enzima no mesmo dia. Ja na abordagem bottom-up, 0 método
é inicialmente mais rapido permitindo a obtencdo de vesiculas contendo enzimas em
aproximadamente 1 hora, porém ha necessidade de purificacdo posterior e a técnica deve
ser repetida em todas as etapas para cada lote de polimerossomos contendo a ASNase.

No Capitulo V, nota-se ainda mais 0 quanto o campo da autoagregacdo de
copolimeros anfifilicos para obtencdo de polimerossomos é complexa. Ao utilizar-se um
copolimero tribloco como o Pluronic L-121, a eletroporacdo ja ndo se mostrou téo
eficiente como seria esperado, em razdo do menor tamanho dos blocos hidrofilicos que
sdo importantes para a estabilidade do poro. Por outro lado, o carater responsivo a
temperatura deste copolimero permitiu o desenvolvimento de um método no qual a
proteina foi mantida a 4°C sob agitagdo com os unimeros de Pluronic L-121 e mediante
troca de temperatura a mesma foi encapsulada no nanossistema, sendo que 0 processo a
frio se mostrou eficiente sem perda da atividade da enzima.

Por fim, levando-se em consideragdo como ja discutido na introducédo desta tese,
que apenas em 2014 6érgdos regulatérios iniciaram definicbes para o emprego de
nanotecnologia, e diante do fato de que os estudos com polimerossomos iniciaram ha
menos de 20 anos, do ponto de vista de aplicacdo farmacéutica h& espaco para muitas

contribuicdes cientificas neste campo.
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BOMES VERSLLS LIPOSOMES: THE “MAGIC BULLET" EVOLUTION . Palymeric vesicles knoram as polymersomes

wre fammed by the self-assemble of amphiphilic blode copolymers and have siroctonl ergamistion similar io Eposomes. However,
polyrersomes present higher phoysico chemical stability and stmciore versatilicy doe 1o their polymeric nature. In this reviesr we
describe the main aspecis relabsd to the stmotore and applications of tess sysiems far drog delivery.

Eeywards: dmg delivery; pelymersomes; liposomes; amphiphilic bleck copolymers; self -aggregmisd nanosiroctures.

INTRODUACK

As pesquisss com sistemas de liberagio de firmacos & biofir-
macos a partr de nanoestruturas t#m revolucionado as cifncias
farmacéuticas no mundo tode.* Estes nanocarreadores (MC) tdm
proposdades peculiares relacionadas so tamanbo em escala nano-
métrica e drea superficial aumentada, o que lhes confere potencial
pam modular camcersticas farmacecindticas e farmacodindmicas de
firmacos. Portanto, sio capazes de melhorar a esmbilidade i wifro
e in vivo de firmaces. prolongar o tempo de circulsgho sanguinea e
permitir a libergio controlsda & direcionada, ™!

Drevido &s vantagens dos MC, a cada dia estados descrevem
novas possibilidades de aperfeigoar ainda mais estes sistemas &
percebe-se uma evolugho constante no campo da nanctecnologia
aplicada a produtos farmacéuticos, especialmente na oncologia.
A5 pesquisas relatam N'C amplaments usados como nanoparticulas
poliméricas, nanopartioulas lipfdicss sdlidas, nanoparticulas me-
tilicas & lipossomos (LF), com diferentes abordagens referentes i
composigho, inovagdes na teomica de produgho & altsmativas para
liberagio sitio-dirgida, de modo que haja aprimormmento funcicnal
do produto final*!

Um exemplo bestante ataal de incvagho em nanocarreadores
sio o vesioulas polim#ricas, descritss inicislments sm 1981 par
Kunitake & colaboradores'™ & em 1995 eshadadees com maior emba-
samente fisico~quimico por Zhang & Fisenberg." Postericrmente,
emsas vesiculas foram denomimdas polimercssomes (PL) por Discher
& colabomdores. ™ uma vez que apresentam orgamizagio estrutiml
semelhante pos L. PL. podem ser conceihmdos como nancoumeadores
supramoleculares poliméricos com estrutim vesicular: Enguants LP
sao veslculas de interior aquosoe compostas por uma membrana Lipd-

pela Quimica Mova em 2002 intitulado* Lipassomas: a bala mdpica

acerfoe? " W De acordo com Ehrlich, deveriam haver compostes, &
&qui extrapolamos para nancestroturas, capares de atingir o alvo
bickigico sem causar dancs ao orgamismo. (uase 30 anos apds estes
estudos preliminares, em 1995, a primeim formulagio lipossomal,
Domil®, foi aprovada pela Food amd Dreg Admimistration (FDA)
pam o mmtamento do sarcoma de Kaposi asooiado i Sindroms de
Imuncde ficidncia Adquindas (SIDA). Ataslmente, estima-se qus 14
movos sistemas de LP foram aprovados e cerca de 21 encontmm-se
em ensaios clinicos."? Mo entanto, a instbilidade fisico-quimdca &
& principal desvantagem inerente a este NC devido A sua natureza
lipidica, o que em gerl nio ocoree com os PL em mzio daestrutura
polimérica. que & ﬂ:i.m-qu.imi.clmbumuil estivel. Portanto, estes

sistemes vém sendo e d be e o aborda-
gers de eshados parn n{mg d'rﬁnry
Os conceitos envolvendo os PL at 1 desde o comp 3

daestrumm & propriedades dos oopolimeros anfifillicos que constimem
‘tois NC, passando pelos métodos de produgio & camcterizagio das
veslculas, bem como as principais aplicagies. Neste artigo, descre-
Vemos 06 principais aspectos relacionados a estes tpicos. Cabe res-
saltar que nio exists ainds na litemtm artigos &m ingus porhigoess
introdurindo o conceito de polimercesomos & suas potencialidades
no camps farmacdntios.

Alédm disso, consideramos importante o divulgagho de temas
na frea de nanctecnologia farmacéutica asgim como fizeram antes
Peequisadores brasileiros, como por exemplo Schaffazick e colabora-
dares."” 0.0 detalharem o= aspectas sobre a formagho & camcterizmgio
das manoparticulas, Oliveima ¢ colabomdores™ em 2004, quando
explanamm os principais aspectos da estnihira ds microemulsies &
Durin e colaborad cres,'® que descrev eram didaticamentte a tecnologia

dica, os PL, que também apresentam interior aquos o, sio comp
por uma membrana de copolimercs anfifilices.

Pam compresnder a importincia dos PL. & vilido eeforgar que sio
morfologicaments andlogos aos LP. os quais estic entre o5 MC mais
mpmgﬂn:mcmpnﬁzmlﬂtﬂm:fmﬂmwmm
nos anos S por Bangham e seus colabormd que
estruturas vesiculares organizadas em bicamadas originadas por
fosfolipideos em solugies aquosss. " A pds estudos iniciais com LPs,
percebeu-ss que estes nanocarreadores poderam se encaixar no
oonoeito proposto por Panl Bhrlich conhecido por “Bala bigica™ on
do inglés “Magic Fuilet ™, conoeito descrito em um artigo publicada

eram

*z-muil: corangsl@uspbr

de produgio ds nanconstais des frmscos.
LIPOSSOMOS VERSLDS POLIMEROSS0OMOS

Diante da anaslogis entre LP & PL, smarge o questionaments sobre
o diferengas, vantagens o desvantagens de um em relagio ao cutro.
A releviincia dos LP (Figum 1) dentro da nanotecnologia & indiscu-
tvel. o viidas aplicagdes na Srea farmacéutica que incluem desde
liberagio de ativos cosméticos até firmacos anticancerigencs. ™
Porém. as pes quisss oom FL wém ganhando espago mes nanociéncias,
jd que sio sistemas mais estiveis fscoquimicaments & mais resis-
‘temtes memanicaments em relagio is vesfoolas lipddicas em mzdo das
propriedades quimiicas dos polimercs que os constituem. ™
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Abstract: Polymersomes (PL), vesicles formed by salf-assembly of amphiphilic block copolymers,
hawe been described as promising nanosystens for drug delivery, especially of biomolecules. The film
hydration method (FH) is widely used for PL preparation, howewver, it often requires long hydration
times and commonly results in broad size distribution. In this work, we describe the challenges
of the self-assembly of poly (ethylene glycoll-poly{lactic acid) (PEG-PLA) into PL by FH exploring
different hydrophilic volume fraction (f) walues of this copolymer, stirring times, temperatures and
post-FH steps inan attempt o reduce broad size distribution of the nanostroctures. We demonstrate
that, alongside f value, the methods employed for hydration and post-film steps influence the
PEG-PLA seli-assembly into PL. With initial FH, we found high PDI values (»0.4). However,
post-hydration centrifugation significantly reduced PDI to 0.280. Momover, extrusion at higher
concenirations resulted in further improvement of the monodispersity of the samples and narrow size
distribution. For PL prepared at concentration of 0.1% (m/ v}, extrusion esulted in the narmow er size
distributions coresponding to PDI values of 0.245, 0.144 and 0.081 for FEG g5-FLAgy, PEGy14-FLAss
and PEGyy-FLAyy, mspectively Additionally, we demonstraied that copolymers with smaller f
resulted in larger PL and, themefore, higher encapsulation efficiency (EE%:) for proteins, sinoe larger
vesicles enclose larger aqueous volumes.

Keywords amphiphilic block copolymers; polymeric vesicles; self-aggregated nanostructures;

1 Introduction

In the last few years, polymersomes (PL), vesicles composed of amphiphilic-block copolymers,
have attracted attention in the pharmaceutical field as versatile nanostructures with colloidal stability,
tunable membrane properties and ability to encapsulate a broad range of hydrophilic and hydrophobic
drugs including biomacromolecules with therapeutic potential, such as proteins [1]. The use of
nanctechnology to deliver biological drugs such as monodonal antibodies, antibody fragments,
peptides, replacement factors, enzymes and vaccines is increasing exporentially Encapsulation of
these active compounds into PL may provide superior benefits in erms of decreasing immunogenicity,
ncreasing biomolecule’s half-life and stabilizing these mostly protein-based drugs against denaturation
and ereymatic degradation [2]. The spontaneows and reversible organization of amphiphilic molecules

Noometerals TNE, § 73 dor 103390 nanoB0600T 3 mmdpma’pnmal.l'rmahruk
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Ahstract: Polymersomes (PL) arise as wersatile nanostructures for protein
delivery in the nanomedical field due to hydrophilic core and the stable
corona. Herein, we described tips and tricks to obtain and characterize
PL aiming at L-Asparaginase (ASNase) encapsulation, an enzyme used to
treat acute lymphoblastic leukemia. Polymersomes were prepared by Bottom—
up (temperature switch) and top-down (film hydration) methods employing
the diblock copolymers poly(ethylene oxide)-poly (lactic acid) (PEG45—
PLAES, PEGL14-PLARIS3 and PEGL14-PLA1AD) and the triblock Pluronic® L-121
[poly{ethylene o=xide) -poly (propylene oxide)—-poly{ethylene omide}, PEGSE-
PPOGE-PEGS) . Diluted systems were obtained with PEG-PLA copolymers, but
Pluronic® L-121 resulted in polymersomes of Z00 mm and an encapsulation
efficiency of 5% for ASHase. In spite of literature describing Pluronic®
L-121 polymersomes as unstable, we demonstrated that the vesicles were
stable owver one week at room temperature. For the systems prepared by
film hydration, ASWNase encapsulation was performed by electroporation
but, surprisingly, protein payload was not detected inside the wesicles.
We attributed the lack of encapsulation to the Pluronic® L-121 bilayer
architecture without defined conformatiom of the polymeric chains,
difficulting the recorganization the hydrophilic block to the pore inner.
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Absztract

Anphipllic Block copolymers (ABC) can self-agpregate m sohtion leadng o a vanety of
nanostructures, meludmy polvmenc micelles and vesicles know as polymersomes (FL). The type of
aggregate formed depends on the molecular weight and relatnve block lensths of the ABC, as well as
on preparzton techniques. Someation and extrosion are typacal steps emploved to decreases size and
polydispersity of nanostruchmred systems. In this work, we evahuated the effect of different preparafion
protocoks on the average size of self-aggregated nanostructures of poly(ethylens conde-b-lactide)
(PEG-PLA). The systen: were prepared by polymene film rebryvdration. Briefly, PEG-PLA (MW ratio
2000:5000 Da) was dissobved in chloroform at 1 mpml-! and the sobvent was evaporated under
varuum af room temperatwre. The film cbtamed was rehydrated with PBS pH 7 4 resulimg in 2 system
with PEG-FLA at 3.3 me ml . For film rehydration, two times (2 hor 16 &) and two types (orbital or
magnetic) of agtation were studied. followed by somcation m ulrasound bath (20 or 30 mn)
Drhyoamic Light scattermg (DLS) was used to deternuine the size of the aggregates; measurements were
performed m undihuted samples at 25°C. DLS resulfs, expressed by scattermy mbensity, showed
bmndal&shitmmn{anmgeim;ﬁmﬂﬁﬂnmm 1000 om) of self-aggregated nanostructures
observed for nanostruchres formed under mapnetic apitation. Nonethele=s  accordmy to vohome and
mumber distibution DIS analyses, all methods resulted m more than 90% of the agpregates mn the
(16h) mapnetic amtation followed by 50 min someation step was considered the best rehydration fibm
protocol for the PEG-PLA. Grong the mze of the self-agmrepated nancstructores, we beheve
polymersomes were predormnantly formed

Eﬂ'wm'q_is: amphiplihe copolymer, dvnamic seattermez hght film rehvdration. pohmersome self-
aggregation
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Self-assemhled polymeric nanostroctares, soch ag polymersomes (PL] and polymeric
drug releaze profile of nanastruchives iz often dependent on the length of the
hydrophabic and byslraphilic portioos of amphiphilic Bad: capolymers ozed. In this
wrrhk, we avahuated the sffect of diffscept chain lsapth oo the slze and marphelogy of
poly{athylens oxide-b-lactide) (PEG-FLA]) seli-assembled systems. The systems were
prepared by polymeric flm hydration using the following PEG-PLA copolymars: P1
(MW rado 2000:5000 Da), P2 [MW ratle SJ00:110d0 Da} and PF (MW ratec
S004:13900 Da). For sach system, the copolymer was dissolved in chloroform at 1
mg/mL and the sohvent was svaporated under yacoum at room temperature. The
polymetic Aflm obtained was hydrated with PBS pH 74 resultiog in a system with PEG-
PLA at 3.3 mg/ml. For film hydratdon, overnight agitation was performed, followed by
Jotdcation In ultasontd hath et SO0W (50 min). Dynemic light scattering [D15) wax
employed to determine the hydrodynamie demeter of the aggregetes in nrdfluted
aamples al 25%C The aggregates morphology was ohserved by transmission electron
micresseopy (TEM, accelerating volage: of 80 kW), with Spl of meh system ploced ona
copper grid imd coated with a thin carbon fle; phosphbshmgeatic acid {1.0 wt %] was
nsed as nepgative staining. Nanpscale sbruchires were formed from tha three PEG-PLA
of different MW ratiy. D1S mmalysiz showed major nanpsirucinre popalations with
diameter arcund 50 am for FL, 300 nm for P2 aod 44 am for P3, and pelidisparstty
ipdex PDI of 1.7, 03 and 0.9 for P1, P2 and P3, respactively. The high PDI values are a
tharacteriztic of hydramdon film method, but also a result of diluted =mples.
Secondary peaks at 20-50 om were alsc chserved, what could correspond to smaller
polymer agpregaces, including polymeric micelles. By TEM lmages wa conld see
polymersomes with slzes close to the ones fonnd by DILS. Por FL, polymeric micelles
were also observed. TEM images revealed the increasing of bilayer thickness with the
increase in FLA branch. Therefare, onr study indicates that the three copolymers were
able to produce polymneric vesides and smaller FEGFLA ratlos result in larger
diameter. Additionally, the MW of the PLA brandh 13 correlated to hilayer thickness,
what in turn = influemee ervapyulated drug releaze

: Thia wark was supported by FAPESP {Fundaglin de Amparn 3
Pesquiza do Extado de 5S¢ Paula], grant 201 3/0861 7-7 [Thematic Project) and
2014 710456-4 [Apollnirin, AL fellowship). The anthers are pratefol to Corroslon
Laburatory from Polytechnic Schael of the Unhvarstty of 310 Paule
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Abstract: L-asparaginase (ASNase) 1s one of the main chemotherapeutic agents for the
therapy of acute lymphoblastic lenkemia (ATL). The use of nanosystems aiming the delivery
of this protein is an approach to aveid its immediate iImmmogenic effects and to merease
half-life. In this sense, an interesting strategy for protein drug delivery are the polymersomes
(PL), vesicles formed from amphiphilic block copolymers. In this work, we prepared PL of
poly (ethylene glycol)}-poly (lactic acid) (PEGss-PLAgs, PEG1s-PLA15: and PEG114-PLA 1)
bypolymmnﬁlmhyﬁaﬁun{FH}toamapsnlateL—aspﬂnglIﬂm Bnefly, PEG-PLA
copolymers were dissolved in chloroform at 1 mg ml " and the solvent was evaporated under
vacuum at rocm temperature. The film obtained was hydrated with PBS pH 7.4 resulting in
systems with PEG-PLA at 0.03 % and 0.1 % (m/v). Pluoromic 1-121 (PEOs-PPQss-PEQs) was
also mvestigated at 0.5% (m/), but for this tmblock copolymer, we employed the
temperature switch method, through Phoromic 1-121 dissolution at 4 “C in the presence of T-
asparaginase. Dhynamie Light Scattering (DLS) allowed to deternune the size of the PL.
Transmission electron microscopy (TEM) was used to observe the PL. morphology by,
accelerating voltage of 80 kV). For PEG-PLA with initial FH, we found high polydispersity
index values (FDI = 0.4). Nonetheless, post hydration techniques such as centrifugation and
extrusion led to narrower size distnbutions comresponding to PDI values of 0.345, 0.144 and
0.081 for PEGss-PLAss, PEGus-PLA15 and PEGui4-FLAs0, respectively and nearly 0.1 for
Pluromic I-121 vesicles. Regarding the ASNase encapsulation, we determined encapsulation
efficiency by indirect method and obtaned 25 (+ 4), 14.65 (= 0.09) and 728 for PEGss-
Pl.lﬂmg, PEG114-PLA5: and PEG'_LH—PLPLmu. r&spectwe]}r For Pluromic L-lll, vesicles
presented ic diameter of 100 nm and PDI walses without extrusion were
approximately 0.1; ASNase encapsulation efficiency was close to 3%. The main

to obtain P1. and to encapsulate ASNase are related to the vesicles production and the control
of size and FDL

Thizs work is supported by FAPESP (Fumdacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo), granmt
(Projeso Tematico) 20130861 7-7 and 2014/10456-4.
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IS Universidade de Sdo Paulo . - Janus

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

ATESTADO

Atestamos, para os devidos fins que, até. o dia 18/07/‘201'8:, o(a) senhor(a) Alexsandra Concei¢éo
Apolinario, de nimero USP 8855544, cursou a(s) disciplina(s) abaixo na qualidade de aluno{a)
regular do programa de pé's;graduagﬁo em Tecnologia Bioqqim_ico-Fannacéutica, area de
concentrag@o Tecnologia Quimico-Farmacéutica.

Disciplina: Tecnologias de Caracterizagdo de Sistemas Nanoestruturados
Sigla: FBF5813-1/1 Carga Horaria: 90 Conceito: A Frequéncia: 100 Créditos: 6
Inicio: 04/09/2014 Término: 15/10/2014

Disciplina: Atualizagdo em Ciéncias Farmacéuticas ,
Sigla: FBAS754-1/2 Carga Horaria: 30 Conceito: A Frequéncia: 100 Créditos: 2
Inicio: 20/10/2014 Término: 26/1()12014

Disciplina: Delineamento de Experimentos e Ferrament;_ns Estatisticas Aplicadas as Ciéncias
Farmacéuticas NS ~3

Sigla: FBF5805-1/3 Carga Horaria: 45 Conceito: A - Frequéncia: 100 Créditos: 3

Inicio: 24/09/2014 Término: 28/10/2014

Disciplina: Preparo de Artigos Cientificos na Area de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica
Sigla: FBT5700-3/2 Carga Horaria: 90 Conceito: A Frequéncia: 100 Créditos: 6
Inicio: 08/05/2015 Término: 09/07/2015

Documento emitido &s 07:18:23 horas do dia 18/07/2018 (hora e data de Brasilia).
Caodigo de controle: CTMK - G1P1 - 1MIX - TSFH
Codigo de controle valido até: 18/07/2019 Pagina 1de 2



166

'SP Universidade de Sdo Paulo - Janus

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Aluno: Alexsandra Conceigdo Apolinario, nimero USP 8855544
Programa: Tecnologia Biogquimico-Farmacéutica.

Disciplina: Topicos Especiais em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica Il
Sigla: FBT5738-1/2 Carga Horaria: 30 Conceito: A Frequéncia: 100 Créditos: 2
Inicio: 03/08/2015 Término: 19/10/2015

Disciplina: Topicos Especiais de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica Il
Sigla: FBT5776-5/3 Carga Horaria: 30 Conceito: A Frequéncia: 100 Créditos: 2
Inicio: 17/10/2016 Término: 30/10/2016

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.
Umy1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Este documento eletrénico dispensa carimbo e assinatura. Sua dutenticidade pode ser comprovada
fornecendo-se o codigo de controle na seguinte pagina da Universidade de S3o Paulo:

http://uspdigital.usp.br/webdoc

Documento emitido &s 07:18:23 horas do dia 18/07/2018 (hora e data de Brasilia).
Caodigo de controle: CTMK - G1P1 - 1MIX - TSFH
Caodigo de controle valido até: 18/07/2019 Pagina 2 de 2



