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Resumo

Neste estudo, propOs-se uma estratégia para controlar a localizagdo de polimero
biorresponsivo nos diferentes microdominios de cubossomas lipidicos. Para esta
finalidade, empregou-se fitantriol como lipidio polar e um poli-dissulfeto obtido a partir
da polimerizacdo térmica do acido a-lipdico como polimero biorresponsivo. Levantou-
se a hipotese de que a escolha do estabilizante teria um papel-chave neste processo,
assim como a escolha de um método de obtencdo do tipo bottom-up, por permitir a
autoassociacdo dos componentes da formulacdo com participa¢do de um hidrotropo. Os
estabilizantes escolhidos foram o poloxamer 407 (que interage fracamente com
fitantriol) e polissorbato 80 (que intercala-se nas bicamadas do lipidio). As formulacdes
foram preparadas na auséncia e presenca do polimero. Todas apresentaram didmetros na
faixa de 250 a 300 nm, com distribuigdo monomodal. A caracterizagdo por
espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) indicou que as formulacdes
preparadas com poloxamer 407 apresentaram estrutura de fase ctibica bicontinua reversa
com simetria Pn3m, enquanto que aquelas preparadas com polissorbato 80 apresentaram
simetria Im3m. O interior dos cubossomas foi modificado pela presenca de polimero
apenas quando polissorbato 80 foi utilizado como estabilizante. A partir de medidas de
criomicroscopia eletronica de transmissdo, observou-se que a morfologia dos
cubossomas contendo polimero e poloxamer 407 apresentou aspecto homogéneo,
sugerindo que o polimero estaria recobrindo o sistema. Por outro lado, o polimero ndo
sO manteve-se intercalado nas bicamadas, como também acumulou-se na forma de
esfera no interior dos cubossomas estabilizados com polissorbato 80. A investigacdo do
microambiente quimico dos cubossomas foi realizada com uma sonda de ambiente
especialmente planejada para este estudo. Porém, este conjunto de resultados nao foi
conclusivo. A partir de medidas de SAXS simulando o processo de remocao do solvente
durante a preparacdo das formulacdes, concluiu-se que tanto o grau de afinidade entre
os componentes quanto a forma pela qual ocorreu a dinamica da estruturagdao causada
pelo gradiente de solvente variavel no tempo foram decisivos para a obtencdo das

morfologias observadas.

Palavras-chave: Polimero biorresponsivo; Cubossomas; Estabilizante; Controle da

morfologia; Espalhamento de raios X a baixos angulos
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Abstract

This study proposes a strategy to control the localization of a bioresponsive polymer
within different microdomains of lipid cubosomes. To achieve this, fitantriol was
employed as the polar lipid, and a polydisulfide obtained from the thermal
polymerization of a-lipoic acid served as the bioresponsive polymer. It was
hypothesized that the choice of stabilizer would play a crucial role in this process, along
with a bottom-up preparation method that enables the self-assembly of the compounds
using a hydrotrope. The selected stabilizers were poloxamer 407, which weakly
interacts with fitantriol, and polysorbate 80, which intercalates within the lipid bilayers.
Formulations were prepared with and without the polymer, and all of them exhibited
diameters ranging from 250 to 300 nm with monomodal distribution. Characterization
using small-angle X-ray scattering indicated that formulations prepared with poloxamer
407 exhibited a reverse cubic bicontinuous phase structure with Pn3m symmetry,
whereas those prepared with polysorbate 80 displayed Im3m symmetry. Furthermore,
these measurements suggested that the presence of the polymer modified the inner
structure of cubosomes only when polysorbate 80 was used as the stabilizer. Cryo-
transmission electron microscopy revealed that the morphology of cubosomes
containing the polymer and poloxamer 407 exhibited a homogeneous appearance,
indicating that the polymer covered the system. On the other hand, the polymer not only
remained intercalated within all the bilayers but also accumulated as a sphere within
cubosomes stabilized with polysorbate 80. Investigation of the chemical
microenvironment of cubosomes was performed using a specifically designed
photophysical probe for this study. However, this set of results was inconclusive. On the
other hand, small-angle X-ray scattering measurements mimicking the solvent removal
process during formulation preparation helped to understand that two main factors were
crucial in determining the morphologies of the cubosomes: the affinity among the
components and the way these components were self-assembled as the solvent gradient

changed during the cubosome preparation.

Keywords: Bioresponsive polymer; Cubosomes; Stabilizer; Morphology control; Small

Angle X-ray scattering.
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1. Introduciao

Efeito Ouzo ¢ um fendmeno em que um composto hidrofobico, dissolvido em
um solvente organico que ¢ totalmente miscivel em dgua (denominado de hidrétropo),
passa por um processo de nucleacdo ao ser adicionado em excesso de agua, resultando
em uma mistura coloidal estdvel '. A preparacdo de nanoparticulas organicas através de
métodos baseados no efeito Ouzo ndo ¢ algo novo na literatura. Desde a publicagdo
seminal de Vitale e Katz 2, os principios fisicoquimicos que regem a nanoestruturagio
de sistemas lipidicos e poliméricos através da utilizagdo de um hidrotropo em meio
aquoso vem sendo cada vez mais investigados >7. Inclusive, ¢ importante ressaltar que,
embora a formacdo espontinea das nanoparticulas decorra dessa mistura (Figura 1), a
posterior remocao do solvente organico € importante para determinadas aplicacdes, tais
como na terap€utica. Apesar disso, uma grande énfase ¢ dada para estudos que
investigam a etapa de deslocamento de solvente (que caracteriza o efeito Ouzo),
enquanto que pouco se sabe ainda sobre a influéncia da etapa de remog¢ao do solvente
hidrétropo nas caracteristicas da particula final >°. Isto é particularmente relevante
quando se trata de particulas com estrutura dependente da concentra¢do de solvente no

meio, como no caso de cubossomas lipidicos.

Fase organica
‘ inje¢éo ‘

Fase aquosa Interdifusdo da Nucleagio Regime de Regime de
dguaedosolvente  espontanea crescimentodas  saturacdo do
["”Cf? d”_ Regido metaestdvel goticulas via tamanho das
EmisinEacde entre as linhas amadurecimento goticulas
espontanea binodal e espinodal de Ostwald
Vg ! L |
T I T
Mili-segundos Minutos Horas Dias

No inicio desta fase do processo, costuma-se remover o solvente

Figura 1. Esquema de formagdo de nanoparticulas pelo efeito Ouzo, com base em
estudos realizados por Sitnikova e colaboradores ’. A fase orginica corresponde a
mistura do composto hidrofébico e do solvente hidrétropo. As linhas binodal e
espinodal mencionadas na figura referem-se a regides particulares do diagrama de fase

ternario da mistura (dgua/hidrétropo/composto hidrofobico).



Cubossomas lipidicos sdo nanoparticulas cuja estrutura interna ¢ formada pela
autoassociac¢do de lipidios polares em bicamadas retorcidas. Essa organizacdo permite a
formagdo espontanea de canais aquosos espacialmente ordenados em seu interior. Sua
estabilizacdo em meio aquoso ¢ realizada com auxilio de surfactantes, que podem ou
ndo ser poliméricos (Figura 2) ®. Cubossomas sdo particularmente interessantes por
apresentarem diferentes microdominios em sua estrutura. Isto torna-os versateis para
incorporar moléculas bioativas com diferentes graus de lipofilicidade e tamanho °. Além
disso, € possivel incorporar aditivos que confiram responsividade ao meio. Nesse
sentido, o controle da morfologia destes sistemas pode, em tultima instancia, abrir
caminhos originais € vantajosos para problemas ainda desafiadores no ambito da

medicina personalizada.
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Figura 2. Representacdo de um cubossoma e suas potencialidades de incorporagdo de
diferentes tipos de moléculas por variados mecanismos. Reproduzido de Barriga et al. ®

com autorizagdo para reproducdo. Direitos autoriais da American Chemical Society

Embora alguns estudos mais recentes '*!' tenham proposto preparar cubossomas
lipidicos com polimeros funcionais como aditivos, ainda ndo havia, até o advento do
12 ~ o
presente estudo '~ uma proposta de preparagdo de cubossomas lipidicos com controle

espacial da localiza¢do de polimero pré-formado nos seus microdominios. Este controle



refinado da morfologia pode ter impactos concretos na resposta bioldgica promovida
por tais sistemas, pois a capacidade de exposi¢do do polimero a sitios bioldgicos
especificos deve diferir se o mesmo encontra-se na superficie ou camuflado em
microdominios mais internos. Ambas as situagcdes podem ser desejadas, a depender da
resposta biologica de interesse. Um polimero mais proximo a superficie pode atuar
favorecendo uma interacdo particula-receptor ou pode dificultar o acesso de
determinadas moléculas bioldgicas ao interior do sistema, como uma barreira. Por sua
vez, um polimero camuflado no interior do sistema pode atuar de forma a favorecer a
liberagdo de moléculas bioativas no cubossoma em resposta a gatilhos externos (por ex.,
por meio da indugdo de transi¢do de fase) ou pode aprisionar uma molécula bioativa no

interior do cubossoma que, de outra forma, ficaria exposta a superficie.

O presente estudo demonstrou que ¢ possivel obter cubossomas de fitantriol (um
lipidio polar bastante empregado para esta finalidade) com um poli(dissulfeto)
potencialmente responsivo a ambiente redox, com controle espacial de sua localizagao
na estrutura do sistema. O polimero pode decorar a superficie do cubossoma ou
intercalar-se na rede interna liquido-cristalina, com a coexisténcia (neste tltimo caso) de
uma nanoesfera polimérica encapsulada em seu interior. Estas duas morfologias tdo
distintas foram obtidas apenas modificando-se o estabilizante. Descobriu-se que a
afinidade entre a triade lipidio-polimero-estabilizante ¢ a chave para este controle. Esta
afinidade acaba influenciando a maneira como ocorre a estruturacdo do cubossoma
desde os momentos iniciais de remocdo do solvente. Esta investigacdo, que culminou na
presente Dissertagao de Mestrado, contribuiu para preencher uma lacuna importante do
ponto de vista da ciéncia fundamental, relacionada ao mecanismo de formacao de
cubossomas lipidicos e seus hibridos com polimero. Porém, este estudo ndo se restringe
a ciéncia basica, pois apresenta uma nova classe inédita de sistemas hibridos do tipo
polimero-lipidio nos quais diferentes morfologias podem ser controladas de maneira
facil e conveniente, com potenciais impactos no tratamento de doengas de forma

personalizada de acordo com as necessidades do paciente.



2. Revisao bibliografica

2.1. Nanoparticulas de cristais liquidos liotropicos com fases reversas nao-

lamelares

2.1.1. Fases cubicas bicontinuas reversas em misturas lipidio/agua

Cristais liquidos liotropicos sdo compostos por moléculas anfifilicas que tendem
a se autoassociar na presenca de um determinado liquido. Em sistemas que envolvem
lipidios polares e 4gua, a autoassociagdo ocorre com o objetivo de minimizar o contato
entre as regides hidrofobicas dos lipidios e a fase aquosa. Esse fendmeno, combinado
com as interagdes repulsivas entre as cabecas polares dos lipidios e as restrigdes de
empacotamento de suas cadeias alquilicas, conduz a formacdo de estruturas
supramoleculares com diferentes arquiteturas (Figura 3) !4, Geralmente, os lipidios
tendem a se agregar na forma de micelas e estas, quando empacotadas com certo grau
de ordenamento, sdo as unidades estruturais de muitos tipos de cristais liquidos
liotropicos. Quando as cabecas polares dos lipidios estdo voltadas a face externa da
micela, trata-se de uma fase normal. Do contrario, quando as cabegas polares voltam-se
para a face interna da micela, tem-se uma fase reversa '>. Cabe ressaltar que as micelas
podem ser esféricas ou cilindricas, formando fases cubicas e hexagonais,

respectivamente.

Também ¢ possivel observar outros tipos de arquiteturas que ndo envolvem
micelas, como a fase lamelar, onde os lipidios se associam na forma de bicamadas
planas sobrepostas '¢. Por fim, fases bicontinuas também podem ser apontadas como um
terceiro conjunto de arquiteturas. Nestes casos, bicamadas de lipidios encontram-se
retorcidas de tal maneira que ¢ possivel identificar periodicidade topoldgica no material
7. As fases bicontinuas sio consideradas reversas quando as cadeias apolares do lipidio
voltam-se para as faces externas da bicamada reteorcida. Como consequéncia disto,

formam-se canais aquosos no interior dessas estruturas.
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Figura 3. (a) Representacdes esquematicas de diferentes fases liquido-cristalinas

liotrépicas (normais e reversas), organizadas de acordo com a curvatura média
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de suas membranas. Reproduzido de Salim e colaboradores
reprodugdo. Direitos autoriais da Royal Society of Chemistry; (b) representacdo

esquematica da curvatura de membranas lipidicas em agua.

Trés fases cubicas bicontinuas reversas (Figura 4) costumam ser relatadas na
literatura para misturas de dgua e alguns tipos de lipidios, a saber: Ia3d (giroide), Pn3m
(diamante) e Im3m (primitiva). Nestas fases liquido-cristalinas, formam-se dois canais
aquosos nao-interconectados ao longo de toda a estrutura. Uma das técnicas mais
importantes para sua caracterizagdo ¢ o espalhamento de raios X a baixos angulos
(SAXS). Nesta técnica, um feixe monocromatico de raios X (a partir de fonte de luz

convencional ou sincrotron) incide sobre a amostra e ¢ transmitido, sendo entdo



detectado. No feixe transmitido, sdo detectados raios X que sofreram espalhamento
quasi-elastico, em angulos proximos a zero (tipicamente < 5°) em relacdo a dire¢do do
feixe incidente. Os dados obtidos a partir deste experimento referem-se a intensidade de

fotons detectados / em funcdo do vetor de espalhamento —.Este vetor ¢ a diferenca
a

entre os vetores de onda dos raios X espalhados (;)) e dos incidentes (7), conforme
!

Equagdo 1'%:

gl =K -k =52 o

sendo A o comprimento de onda dos raios X incidentes e 26 o angulo entre os vetores k’
e k. Estes dados (bidimensionais) sdo subsequentemente reduzidos a curvas
(unidimensionais) de intensidade de espalhamento /(q) em funcdo de ¢. Cada cela
unitdria que caracteriza uma fase liquido-cristalina apresenta planos cristalograficos
determinados. Portanto, ¢ possivel associar indices de Miller (hkl) a cada pico
observado nas curvas de SAXS de uma amostra. A partir da indexagdo destes picos, ¢

possivel determinar a simetria que caracteriza a fase da amostra analisada (Tabela 1).

Figura 4. Superficies minimas periddicas de simetria cubica (a) primitiva Im3m, (b)
duplo diamante Pn3m e (c) giroide Ia3d. Reproduzido de Assenza e colaboradores 2°

com autorizacdo para reproducao. Direitos autoriais da AIP Publishing

Fases cubicas bicontinuas reversas sdao altamente viscosas, o que dificulta sua
aplicagdo na terapéutica, em especial para uso interno. Nesse sentido, sua dispersao na
forma de nanoparticulas estabilizadas por um composto tensoativo abre muitas

possibilidades. Estas nanoparticulas sdo denominadas de cubossomas e a literatura



descreve variados métodos para sua obtencao e diversas aplicacdes, em particular pra
cubossomas preparados com lipidios polares. Nanoparticulas de fases cubicas
bicontinuas reversas possuem alta resisténcia a ruptura osmotica ou mecanica,

mantendo sua estrutura em meios aquosos extremamente diluidos ®.

Tabela 1. Posigao relativa dos picos de difragdo de fases de ocorréncia mais comum em

cristais liquidos liotropicos e indices de Miller (4kl) correspondentes.

Estrutura de Fase 1 V2 V32 V5 V6 V7 V8 3

Lq (100) - - (200) - - - - (300)
Pm3m - (110) (111) (200) - @11y - (220) (221)

Q Im3m - (110) - (200) - @11y - (220) -
la3d - - - - - @11y - (220) -

Hix (100) - (110) (200) - - (210) - (300)
Pm3n - (110) - (200) (210) (211) - (220) -

§ Fd3m - - (111) - - - - (220) -

H4 um ntmero limitado de lipidios polares capazes de formar fases cubicas
bicontinuas reversas em excesso de agua, sob condigdes fisioldgicas de temperatura
81314 Um deles é o fitantriol (3,7,11,15-tetrametil-hexadecantriol), que possui como
vantagem ndo apresentar ligagdes €ster em sua estrutura (Figura 5), tornando o sistema
resistente ao efeito de esterases em meio fisiologico. Chong e colaboradores®!
classificaram estes estabilizantes em quatro grupos principais: (i) copolimeros em bloco
anfifilicos, (i1) lipidios PEGilados, (iii) séries de copolimeros lipidicos
projetadas/personalizadas e (iv) estabilizantes estéreos alternativos (por exemplo, sais
biliares, proteinas, polimeros de polissacarideos, vitaminas e nanoparticulas
inorganicas). Um estabilizante bastante comum que ¢ utilizado para preparar
cubossomas € o copolimero em bloco poloxamer 407, embora mais recentemente o
lipidio PEGilado polissorbato 80 também venha sendo utilizado em decorréncia de sua
capacidade de vetorizar as nanoparticulas ao cérebro 2?3, O primeiro é um copolimero
tribloco composto por uma por¢do central hidrofobica (cujo mondémero € o

7



propilenoglicol) ligada a duas extremidades hidrofilicas de poli(etilenoglicol). O
segundo, por sua vez, ¢ um éster de acido oleico (porgdo lipidica) e sorbitano
polietoxilado (por¢do polimérica). Embora outras possibilidades de lipidios e
estabilizantes estejam disponiveis, optou-se por utilizar fitantriol como lipidio polar
neste estudo em virtude de suas vantagens elencadas acima. J& a escolha dos
estabilizantes foi baseada no tipo de interacdo que cada um estabelece com o lipidio,

conforme detalhado posteriormente neste manuscrito.
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Figura 5. Estruturas quimicas de (a) fitantriol, (b) poloxamer 407 e (c) polissorbato 80.

Diagramas de fase de misturas massivas lipidio-agua costumam ser o ponto de
partida para compreender a estruturagdo de cubossomas. No entanto, ¢ importante
ressaltar que a adicao de estabilizantes (ou mesmo de farmacos) pode alterar o diagrama
de fase em fun¢do do grau de interacdo destes componentes com as bicamadas lipidicas.
Essas alteracdes ndo sdo necessariamente indesejaveis, pois podem promover liberacado
controlada de moléculas carreadas no interior do sistema ®. A escolha adequada do
estabilizante leva em consideracdo o seu efeito na estrutura de fase da mistura lipidica.
Assume-se que a maioria dos estabilizantes residam na superficie do cubossoma, com
apenas uma intercalagdo minima na bicamada lipidica (como no caso de cubossomas de
fitantriol estabilizados por poloxamer 407) ?*. Porém, mudangas na estrutura de fase,
como aquela observada quando cubossomas de fitantriol sdo estabilizados por
polissorbato 80, indicam que ¢ plenamente possivel ocorrer intercalagdo consideravel do

estabilizante nas bicamadas a depender da natureza destes componentes 2.



Além dos estabilizantes e dos farmacos, ¢ possivel incorporar aditivos que

causem responsividade do sistema de forma a atender principios da medicina

2 26,27
b

personalizada. Estes aditivos podem ser surfactantes °, pequenas moléculas

polimeros %%, biomoléculas '+

, entre outros. Essa responsividade pode ocorrer por
mudancas de fase induzidas pela resposta dos aditivos a gatilhos no meio, o que poderia
impactar na taxa de liberagao do fArmaco. Também ¢ possivel ocorrer vetorizacdo ativa
dos cubossomas se estes tiverem sua superficie decorada com ligantes especificos (por
exX., anticorpos). Ha relatos de aplicacdes de cubossomas, muitos deles com
caracteristicas responsivas, para terapias diversificadas. Uma discussdo aprofundada
sobre o estado-da-arte da aplicagdo de cubossomas para entrega controlada de farmacos

no organismo pode ser encontrada em um artigo de revisdao recentemente publicado por

Abourehab e colaboradores °.

Os métodos de preparagdo de cubossomas costumam ser classificados dentro de
duas abordagens amplas: top-down e bottom-up. A primeira € caracterizada pelo
cisalhamento de uma mistura liquido-cristalina massiva até¢ a escala nanométrica com
auxilio de um equipamento que confira energia ao sistema. Este equipamento pode ser
baseado em cavitacdo (ultrassom), cisalhamento mecanico (agitador do tipo estator-
rotor), entre outros. E importante ressaltar que, devido & geragdo de calor durante o
processamento mecanico, farmacos incorporados a formulagdo podem sofrer
degradacdo térmica. Portanto, € necessario um cuidado especial durante o processo para
garantir a preservacio da atividade do farmaco. % Mais recentemente, métodos hottom-
up foram propostos para obter cubossomas. Nesse caso, o sistema nanoparticulado ¢
formado a partir da agregacdo controlada de espécies moleculares que se encontram
inicialmente dissolvidas em um meio. Um hidrétropo (que consiste em um solvente
completamente miscivel em dagua) ¢ utilizado para obter-se uma solucao organica do
lipidio polar (e, eventualmente, de farmaco e de aditivos). Esta solu¢do é vertida em
uma fase aquosa contendo estabilizante. A formagdo das nanoparticulas ¢ espontanea,
seguindo principios fisicoquimicos bastante conhecidos e que, modernamente, siao
descritos no chamado “efeito Ouzo”. Por causa disso, ndo ha necessidade de fornecer
energia mecanica ao sistema, como nos processos fop-down. O solvente organico deve
ser posteriormente removido (por dialise ou sob pressdo reduzida) para reduzir a

possibilidade de coalescéncia das particulas *.



2.1.2. Efeito Ouzo e processos de nano-segrega¢do

Efeito Ouzo ¢ um fendmeno no qual um composto hidrofébico dissolvido em
um solvente organico completamente miscivel em dgua sofre nucleacdo, mantendo-se
como uma mistura coloidal apds adicdo de excesso de dagua. Estudos prévios
demonstraram que este sistema se mantém nanodisperso porque compreende uma regiao
do diagrama de fase (Figura 6) entre as curvas binodal e espinodal !. Uma descrigdo
fisicoquimica do processo envolvido no efeito Ouzo foi inicialmente proposta em um
artigo seminal de autoria de Vitale e Katz 2. Quando a solubilidade dos solutos diminui
com o aumento da concentragio local de 4gua, a solugio pode se tornar supersaturada. E
neste ponto do processo que nucleos se formam espontaneamente a partir de flutuagdes
locais na concentragdao de moléculas do soluto. A nucleagdo termina quando nao restam
regides com supersaturacdo. O resultado final desse processo (da ordem de
milissegundos) ¢ uma dispersdo de pequenas goticulas liquidas em uma fase liquida

continua.
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Figura 6. Representacdo genérica de um diagrama de fase ternario (pressdo e
temperatura constantes) indicando a regido entre as curvas binodal e espinodal onde
ocorre o efeito Ouzo. Reproduzido de Vitale e Katz ? com autorizagio para reprodugio.

Direitos autoriais da American Chemical Society.

Quando Oleo foi utilizado para preparar uma emulsdo por esta estratégia,

observou-se através de estudos envolvendo espalhamento de luz que o crescimento das

10



goticulas apds esta primeira etapa muito rapida mencionda acima acontece através de
amadurecimento de Ostwald **. O amadurecimento de Ostwald é um processo de carater
difusional, no qual particulas maiores crescem em detrimento da
diminui¢do/desaparecimento de particulas menores. Posteriormente, ocorre um regime
de saturacdo do tamanho das particulas. No entanto, salienta-se que nanoparticulas
formadas através do efeito Ouzo sdo ditas “cineticamente estabilizadas”. Esse termo ¢
empregado porque, ao contrdrio de solucdes micelares termodinamicamente
estabilizadas, as nanoparticulas formadas através de efeito Ouzo podem evoluir até

completa separacdo de fase se um tempo suficientemente longo for aguardado >.

Demonstrou-se que polimeros, no caso de particulas poliméricas preparadas por
método que envolve efeito Ouzo, tornam-se vitreos conforme ocorre interdifusdo do
solvente e da dgua na fase de mistura. Isto dificulta o crescimento das particulas via
amadurecimento de Ostwald e define a estrutura formada do ponto de vista morfoldgico
*. O mesmo provalvemente ndo ocorreria para cubossomas, pois sua estrutura de fase é
sensivel a presenca de solventes. A formacao de nanoparticulas no efeito Ouzo ocorre a
partir de uma certa concentragdo local de hidrotropo durante o processo de interdifusao
solvente-agua 2. Porém, para estruturas morfologicamente complexas e sensiveis ao

meio como cubossomas %

, ndo basta ater-se a esta etapa do processo. A segunda
etapa, que consiste na remocao do solvente, também ¢ relevante e pode ser até mesmo
mais importante para definir o tipo de morfologia resultante no caso da incorporagdo de
outros aditivos além do lipidio polar. Isto se sustenta porque ¢ fundamental remover o
solvente até pelo menos uma certa concentragao para que a estrutura de fase se forme. A
nanoprecipitacdo de aditivos antes ou depois da formagao da estrutura de fase, que
dependeria de uma combinagdo de fatores (entre eles, forcas de coesdo e adesdo com 0s

demais componentes, incluindo-se o solvente, bem como velocidade de remog¢do do

solvente), poderia definir a morfologia da particula.

E curioso observar que ainda ha muito a se explorar cientificamente com relagéo
a incorporacdo de polimeros em cubossomas lipidicos. O uso de polimeros para
preparar nanoparticulas com fases clbicas bicontinuas, sem participacdo de lipidios na
sua composi¢cdo, ¢ uma tendéncia observada nos ultimos anos '®!'. Relatos de
cubossomas lipidicos preparados via efeito Ouzo também vém ganhando destaque >

Porém, a combinacao de lipidios polares e de polimeros que nao tenham papel principal

como estabilizantes na composicdo de particulas preparadas via efeito Ouzo ainda ndo
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foi suficientemente investigada. Pode-se mencionar estudos nos quais o polimero acaba
atuando como um revestimento, como no caso de cubossomas lipidicos com quitosana
em sua superficie 3"*%. Porém, tentativas de internalizar, em cubossomas lipidicos,
polimeros que originalmente ndo seriam capazes de se estruturar em fases cubicas
bicontinuas ainda constituem uma lacuna nesta area de pesquisa. Dentro desta
perspectiva, buscou-se combinar fitantriol € um polimero potencialmente resposivo ao
ambiente em uma mesma plataforma do tipo cubossoma, através do uso do proprio
estabilizante como agente de incorporagdo empregando-se um método de preparacio
baseado no efeito Ouzo. Por atender os quesitos de novidade, atividade inventiva e
aplicagdo industrial, foi encaminhado pedido de depdsito de patente destes sistemas '2,
[vide Anexo III]. A discussdo cientifica que embasa tanto a caracterizacdo quanto o

mecanismo de formagao destes sistemas € foco da presente Dissertacdo de Mestrado.

2.2. Propriedades quimicas e potenciais aplicacoes do poli(acido lipdico) na

terapéutica

2.2.1. Ligagdes covalentes dinamicas

Ligagdes covalentes dindmicas s3o unicas no sentido de que combinam
caracteristicas de interagdes ndo-covalentes e ligagdes covalentes *°*!. Sob certas
condigdes, elas podem formar-se e quebrar-se reversivelmente, de forma relativamente
rapida e com baixa barreira energética, tal como determinadas interagdes nao-
covalentes, em um processo regido por controle termodinamico. Ao alterarem-se as
condi¢des, a barreira energética deste processo eleva-se consideravelmente. A
introducdo de ligacdes covalentes dindmicas em estruturas poliméricas resulta em
materiais com propriedades inéditas, tais como maleabilidade, autorregeneragao,
memoria de forma, adaptabilidade, relaxamento de tensdes e responsividade a estimulos

do meio *2.

A interconversdo tiol-dissulfeto ¢ uma das primeiras ligacdes quimicas nas quais
se demonstrou propriedades dinadmicas, existindo grande volume de informacdes a seu
respeito na literatura. Sua reversibilidade depende essencialmente do ambiente redutor
do meio #*. Sabe-se que o ambiente redox em compartimentos bioldgicos varia do

ponto de vista ndo sO espacial, mas também temporal. Isto ¢é particularmente
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interessante quando se pensa em sistemas biorresponsivos. Além disso, cabe destacar
que, no organismo, ha um niimero negligenciavel de reagdes de competicdo com outros
nucleofilos além do tiol em uma eventual clivagem de dissulfeto. Aminas, por exemplo,
reagem pelo menos uma ordem de magnitude mais lentamente com dissulfeto que tiois

em pH fisiolégico +°.

Sistemas de liberacdo controlada baseados no carater dinamico de reagdes de

interconversao tiol-dissulfeto vém sendo cada vez mais explorados na literatura,
. , . 46 . .

particularmente empregando-se polimeros com esta propriedade *°. Tais sistemas podem
podem constituir uma matriz que sofre despolimerizagdao sob condi¢des controladas
liberando a molécula bioativa por difusdo exclusivamente no sitio-alvo, em resposta ao
ambiente. Por outro lado, cobinagdes de polimeros capazes de interconversdo tiol-
dissulfeto e compostos lipidicos em uma mesma particula ndo sdo tdo facilmente

encontrados.

7

E curioso notar que um exemplo marcante de manipulagdo do estado redox
intracelular ¢ feito por varios tipos de virus apos a infecgdo. E comum que virus causem
deplecdo de glutationa e estimulem o aumento de espécies reativas de oxigénio no
interior de células infectadas 4”. Nesse sentido, trabalhar com polimeros que apresentem
ligagdes dissulfeto também pode ser uma janela de oportunidade que vai além da
quimica de interconversao tiol-dissulfeto tipica, onde tiolato atua como nucle6filo em
um mecanismo de substitui¢do. Este tipo de interconversao também acontece por outros
mecanismos com multiplas etapas, que podem ser inclusive radicalares **. Em
particular, mecanismos radicalares com participagao de radicais tiila ocorrem muito
comumente em reagdes de metatese dissulfeto-dissulfeto, também conhecidas como
reacdes de interconversdo dissulfeto-dissulfeto *°. Espera-se que um meio rico em
espécies reativas de oxigénio seja capaz de promover a formagdo de radicais tiila,
resultando em modificacdes quimicas de polimeros do tipo poli-dissulfeto que podem
ser uteis do ponto de vista nanobiotecnologico. Dentro deste contexto, buscou-se propor
um sistema nanotecnoldgico que combinasse as caracteristicas de cubossomas e a
responsividade de um poli-dissulfeto, com o surgimento de propriedades novas que nao
fossem um simples somatorio daquelas de seus componentes individuais. A vantagem
mais evidente a médio prazo para este sistema, dentro do contexto apresentado acima, ¢
sua aplicagdo na terapia antiviral. Porém, por ndo ser um desafio trivial obter esse tipo

de sistema, foi necessario neste primeiro momento delinear as nanoparticulas a partir de
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bases racionais, investigando-se sua estrutura e mecanismo de formagdo com um olhar
voltado a ciéncia fundamental e, por isso, a avaliagdao desta aplicagdo manteve-se como

perspectiva para futuros estudos.

2.2.2. Quimica da polimerizagdo do acido lipdico

O poli-dissulfeto proposto neste estudo foi aquele derivado de acido a-lipdico
polimerizado por via térmica. Esta escolha foi baseada tanto na conveniéncia sintética
quanto nas propriedades estruturais da molécula, como explicitado a seguir. O acido a-
lipdico € um composto organico constituido por uma cadeia de oito carbonos, com uma
carboxila em uma das extremidades e um anel ditiolano na outra. Esse anel ¢ um
heterociclo de cinco membros, onde dois atomos de enxofre estdo unidos por uma
ligacdo dissulfeto (Figura 7a). A ligag¢do dissulfeto presente no acido lipdico pode ser
reduzida, resultando em dois grupos tiol. Essa reducdo é um processo comum em
ambientes fisiologicos. Essa forma reduzida, conhecida como dacido di-hidrolipodico
(Figura 7b), demonstra potencial farmacoldgico interessante devido ao seu

envolvimento em processos anti-inflamatdrios no organismo >°.

|
WL
Zi

(a) (b)

R
43\/\(3\ s PPN s,s\/\rs)\
(c) ) ) R=(CH,),COOH

Figura 7. Estruturas quimicas de (a) acido a-lipoico (destaque para o anel ditiolano,
que contém a ligacdo dissulfeto), (b) acido di-hidrolipoico, e (c) poli-dissulfeto do acido

a-lipoico.

Cabe notar que estudos vém sendo publicados utilizando polimeros do éacido

lipdico para constituir nanoparticulas poliméricas como plataformas para a entrega

51,52

controlada de farmacos Essa viabilidade de aplicacio na terapéutica, ja
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demonstrada previamente, reforca a conveniéncia da escolha deste polimero para
constituir as formulacdes propostas no presente estudo. A existéncia de grupos
carboxila ao longo de toda sua a estrutura abre a possibilidade de funcionalizagdo com
moléculas bioativas, que poderiam ser liberadas tanto via hidrélise pela acdo de
estereases quanto pela despolimerizacao via quebra das liga¢des dissulfeto que unem os
monomeros. Neste ultimo caso, seria liberado na verdade um pré-farmaco que
necessitaria ser metabolizado. Ambos os tipos de clivagens poderiam ocorrer de forma

ortogonal ou concomitante, a depender do ambiente biologico.

A incorporagdo de um polimero de acido lipdico (denominado PLipA neste
manuscrito) em cubossomas poderia tornar a cinética de liberagdo de farmacos
finamente ajustavel por uma combinacdo de fatores que incluem a taxa de quebra destas
ligacdes dissulfeto no microambiente quimico do cubossoma (que poderia ser diferente
daquele em meio aquoso livre), a difusividade dos monomeros para o meio externo € a
capacidade de enzimas hidroliticas acessarem os microambientes onde o polimero
ligado covalentemente ao farmaco estaria inserido no cubossoma. Cabe ressaltar que a
presente Dissertacdo ndo trata deste aspecto em particular, mas sim de uma etapa
anterior do desenvolvimento, que consiste em planejar, compreender e regular a
estrutura da particula sem farmaco, como uma plataforma geral para aplicacdes futuras

diversas.

O 4cido lipdico polimerizado resulta em um material biocompativel e
biodegradavel, o que ¢ uma vantagem interessante tanto do ponto de vista ambiental
quanto toxicologico. A polimerizacdo do acido lipdico pode ser realizada termicamente
ou na presenca de agentes oxidantes/redutores. No caso da polimerizagdo térmica, a
reacdo ocorre a temperaturas ligeiramente superiores a temperatura de fusdao do acido
lipoico, sem a necessidade de adi¢do de iniciadores ou solventes. O produto resultante €
predominantemente uma estrutura linear, com os mondmeros ligados por ligacdes
dissulfeto (Figura 7c). Estudos prévios indicaram que a massa molar obtida na
polimerizagdo térmica pode ser bastante elevada, possivelmente superior a
4 x 10° g/mol. Acredita-se que o mecanismo de polimerizagdo seja radicalar,
envolvendo a abertura fotolitica do anel ditiolano e a formacao de di-radical, seguida
por uma etapa de propagacdo através da formacdo de ligagdes dissulfeto

intermoleculares >3~*.
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2.2.3. Nanoparticulas hibridas do tipo polimero-lipidio como antivirais

Nanoparticulas hibridas sdo materiais na escala manométrica constituidos por
pelo menos duas diferentes classes quimicas de compostos, onde novas propriedades
emergem. Portanto, em nanoparticulas hibridas ndo se observam propriedades que sao
simplesmente a soma daquelas de seus componentes individuais, mas novas
propriedades que surgem em decorréncia da existéncia de uma grande interface entre
esses diferentes componentes *°. Se os diferentes componentes interagem por ligacdes
ndo-covalentes, sdo classificados como sendo de Classe 1. Por outro lado, sdo
classificados como de Classe II os hibridos formados por diferentes componentes
ligados covalentemente entre si °°. A combinagio de PLipA e fitantriol poderia resultar
em sistemas com microdominios regulaveis, com respostas finamente ajustaveis ao
meio. Isso € particularmente importante quando se pensa em efeitos adversos, que estdo

intrinsecamente ligados ao perfil farmacocinético de um farmaco.

As nanoparticulas desenvolvidas na presente Dissertacdo de Mestrado podem ser
classificadas como nanoparticulas hibridas Classe I do tipo polimero-lipidio, visto que
sdo constituidas por fitantriol (lipidio) e por um ou mais polimeros (poloxamer 407,
PLipA). No caso das formulag¢des contendo polissorbato 80, a classificagdo (Classe I ou
IT) fica um pouco dubia, pois ¢ possivel considerar tanto interagdes ndo-covalentes
(entre fitantriol e a porcdo polimérica do polissorbato 80) quanto covalentes (o
polissorbato 80 possui uma por¢do lipidica covalentemente ligada a uma porcao
polimérica) na sua constituicdo. As principais propriedades emergentes dessas
nanoparticulas hibridas do tipo polimero-lipidio sd3o maior estabilizagdo cinética,
capacidade de atuar de forma diferenciada quanto a difusdo de farmacos e quanto a
interacdo com membranas bioldgicas, além de pontecialmente responder a gatilhos

redox no caso das formulagdes que contém PLipA.

Embora o presente estudo de Mestrado seja caracterizado por seu carater
fundamental, ¢ inegavel que ha varias perspectivas de aplicacdo bastante concretas para
sistemas nanoparticulados hibridos de polimero-lipidio. Estas perspectivas englobam
areas tao diversas quanto terapéutica e diagnodstico para humanos e animais, fertilizantes
para agricultura, catélise, estabiliza¢do de proteinas para diversas finalidades, tecnologia
de vacinas, estabilizacdo de insumos da industria alimenticia, entre outros. Embora nao
seja o objetivo direto deste estudo, o potencial das nanoparticulas desenvolvidas para a
terapia antiviral ¢ bastante promissor. Um artigo de revisdo sobre terapias antivirais e
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nanoparticulas hibridas foi publicado por nosso grupo e colaboradores 7 e encontra-se
no Anexo II. Convida-se o leitor a consultd-lo para maior detalhamento do assunto
dentro de uma perspectiva mais ampla quanto a estruturas de nanoparticulas hibridas em

geral e suas aplicagdes nesta linha da terap€utica.

2.3. Espiropiranos/merocianinas como sensores de microambiente quimico

No decorrer do presente estudo, fez-se necessario buscar ferramentas para
investigar o microambiente quimico das formulacdes desenvolvidas, bem como a
maneira pela qual este microambiente foi modificado conforme etanol foi sendo
removido das formulagdes durante seu processo de preparacao. Um detalhamento maior
desta questdo foi construido ao longo da sessdo de Resultados e Discussao, pois surgiu
como uma demanda durante o processo de investigacdo. Como fica explicitado mais
adiante no texto, considerou-se que uma molécula fotocromica capaz de atuar como
sensor de microambiente poderia fornecer estas respostas. A justificativa para a escolha
de um derivado de espiropirano como sensor do microambiente quimico dos
cubossomas e aspectos fisicoquimicos relacionados ao seu solvatocromismo sao
discutidos abaixo, de forma a embasar a compreensdo das evidéncias experimentais

obtidas nesta Dissertag¢ao e discutidas em mais detalhes posteriormente.

2.3.1. Espiropiranos: aspectos estruturais gerais

Espiropiranos sdo compostos fotocromicos constituidos de duas porgoes
heterociclicas unidas por um carbono com hibridizacdo sp’, o que obriga as duas
porcdes a se manterem em planos ortogonais (P e P’) (Figura 8a). Esta unido de duas
porcdes ciclicas através de um unico carbono é denominada de "ligagdo espiro” *%. Uma
destas porg¢des € o 2H-1-benzopirano (também chamado de 2H-cromeno) (Figura 8b), a
qual ¢ comum a todos os espiropiranos. A outra por¢ao ¢ variavel, sendo muito comum

encontrar anéis indolicos na literatura.
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Figura 8. (a) Representacdo esquematica demonstrando os dois planos ortogonais dos
espiropiranos, onde as duas porgdes heterociclicas da molécula sdo unidas pela ligagdo
espiro; (b) Estrutura da por¢do 2H-cromeno obrigatoriamente presente em
espiropiranos; (c¢) Estrutura do 2H-pirano, que da nome a classe de compostos
conhecidos como espiropiranos (cujo nome literalmente significa “um anel pirano que

estabelece uma ligagcao espiro™).

Os espiropiranos sdo capazes de passar por transformagdes estruturais
reversiveis, mudando entre as formas espiropirano (fechada) e merocianina (aberta), que
se mantém em equilibrio devido a baixa energia de interconversio entre elas >
(Figura 9a). Este equilibrio pode estar deslocado no sentido de uma destas formas em
consequéncia das caracteristicas do meio, que incluem sua polaridade, acidez,
temperatura, presenca de sais, potencial redox e até mesmo a frequéncia da radia¢do

6162 E  justamente esta

eletromagnética a qual estas espécies sdo expostas
responsividade ao meio que torna esta classe de moléculas tao interessante do ponto de

vista do solvatocromismo, como discutido mais adiante (sessao 2.3.2).

Os diferentes isomeros em equilibrio apresentam propriedades muito diferentes
entre si. A forma merocianina (aberta) apresenta uma consideravel separacdo de carga,
resultando em um momento de dipolo elétrico significativamente maior quando
comparado ao isdmero espiropirano (fechado) ¢*. Além disso, o isdmero espiropirano é
transparente na regido visivel do espectro, ao passo que a forma merocianina apresenta
uma forte absorcao nesta faixa de comprimentos de onda, devido a maior conjugagao de

elétrons 7 em sua estrutura.
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Dentro da grande classe de espiropiranos, cabe destacar o0s
indolinobenzoespiropiranos (Figura 9b) (cujo acronimo BIPS € recorrente na literatura
para se referir a eles). O grande numero de estudos dedicados a BIPS em relagdo a
outros tipos de espiropiranos se deve provavelmente a facilidades sintéticas, com rotas
ja bastante estudadas e existéncia de ampla variedade de precursores com diferentes
substituintes disponiveis comercialmente *%. Além disso, este grupo de moléculas possui
coloragdes bastante variadas em resposta ao ambiente, o que € interessante quando se
pensa em senosres que fornecam respostas detectiveis a olho nu > BIPS com
substituinte nitro na posi¢do 6  (Figura 9c) sdo particularmente sensiveis a
interconversdo espiropirano-merocianina em resposta ao ambiente quimico *. Devido a
1ss0, € também a conveniéncia sintética e diferencas marcantes de coloracao em fung¢ao
de pequenas alteracdes no microambiente, uma estrutura do tipo 6 -nitro-BIPS foi

escolhida como sensor no estudo desenvolvido na presente Dissertacao.

Figura 9. (a) Isomerizagdo de um indolinobenzospiropirano (cujo acrOnimo na
literatura ¢ BIPS), demonstrando o equilibrio entre suas formas fechada (espiropirano) e
aberta (merocianina); (b) numeracdo das posi¢des na estrutura de um composto BIPS

genérico; (c) estrutura quimica do 6 -nitro-BIPS.

A maior sensibilidade de 6'-nitro-BIPS ao meio, como mencionado acima, €
decorrente da maior facilidade de interconversdo entre seus isdmeros em equilibrio. O
processo de isomerizagdo de espiropiranos inicia-se com uma clivagem heterolitica da
ligacdo Cespiro-O, seguida por mudancgas de configuracdo de tal maneira que multiplas
formas (cisoides e transoides) coexistam (Figura 10) além das duas que se costuma
mencionar (Figura 9a) por questdes de simplificacdo. A energia da ligacdo Cespiro-O €
determinante para a facilidade de interconversao entre as formas fechadas e abertas. Em
geral, substituintes doadores de elétrons na por¢do indolina e substituintes que retiram
elétrons na por¢ao 2H-cromeno promovem uma diminui¢do na barreira de energia para

19



a abertura do anel, em particular nas posi¢des 5 e 6". A compensagao das cargas parciais

geradas por estes substituintes pelas correspondentes cargas formais de sinais opostos

na forma merocianina é considerada a principal causa desse efeito 86366,

4= Pathway 1 Pathway 2 NN
PN =y =0 A = Ay= U0

\ : _
Yoe S-isomer R-isomer
-
1/ Q

Figura 10. Diferentes formas isoméricas abertas possiveis decorrentes da abertura de
uma espécie espiropirano (C = cisdide, T = transoéide). Reproduzido de Kozlenko e

colaboradores® com autorizagdo da fonte. Direitos autorais de Spinger Nature.

2.3.2. Solvatocromismo de espiropiranos

As formas abertas merocianina podem ser mais adequadamente descritas como
hibridos de ressonancia a partir de contribuintes do tipo zwitterionico e quinoidal
(Figura 11). O peso de cada contribuinte na constituicdo do hibrido dependera das
propriedades do meio, visto que no contribuinte zwitterionico ha maior concentracao de
carga (que precisa ser estabilizada) que naquele quinoidal. Inclusive, o grau de
deslocalizagdo da densidade eletronica na forma merocianina foi previamente
correlacionado com o comprimento médio da ligagdo Cespino-O da forma fechada e,

consequentemente, com sua for¢a 60.67,
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zwitteribnico quinoidal

Figura 11. Contribuintes zwitterionico e quinoidal do hibrido de ressonancia

merocianina.

Solvatocromismo € o potencial de uma molécula em sofrer isomerizagdo em
resposta 1) a polaridade do solvente e ii) a sua capacidade de estabelecer ligacdes de
hidrogénio com o solvente . Para espiropiranos, o aumento da polaridade do solvente
resulta na estabilizacdo da forma merocianina, bem como na formacao de um hibrido de
merocianina muito mais parecido com o contribuinte zwitterionico que com o0
contribuinte quinoidal. Inclusive, mudan¢as ndo sé na polaridade como também na
natureza do solvente (protico versus aprotico) resultam em deslocamento do maximo da
banda de absor¢ao da forma merocianina. Esse deslocamento ¢ causado por interagdes
intermoleculares soluto-solvente que modificam a diferenca de energia entre os estados
fundamental e excitado da merocianina ®'. A forma merocianina de 6 -nitro-BIPS é
particularmente interessante no contexto do presente estudo, porque sua distribui¢do de
densidade eletronica ¢ bastante afetada pela natureza do solvente. Com isso,

possivelmente, pequenas modificacdes no ambiente ja seriam percebidas pelo sensor.

A literatura aponta os conceitos de fotocromismos positivo e negativo de forma
recorrente para BIPS, em particular no que se refere a efeitos da natureza do solvente.
Fotocromismo positivo ocorre quando a irradiagdo de uma espécie com luz na faixa do
UV-visivel induz conversao entre dois estados distintos de uma espécie, de forma que o
estado termodinamicamente mais estavel apresenta maximo da banda de absor¢cdo em
valor de comprimento de onda maior que aquele menos estavel. No fotocromismo
negativo, a espécie termodinamicamente mais estavel apresenta maximo de absor¢do

6971 Para as moléculas BIPS, o estado fundamental da

em comprimento de onda menor
forma merocianina se assemelha mais ao contribuinte zwitteridnico, enquanto que o
estado excitado possui maior semelhanga com o contribuinte quinoidal. Desta maneira,
o aumento da polaridade do solvente desestabiliza o estado excitado e estabiliza o
estado fundamental, aumentando a diferenga de energia entre eles, manifestada em um

deslocamento hipsocrémico (ou seja, tem-se um fotocromismo negativo) 672,
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A acidez do meio também causa influéncia no maximo de absor¢ao da banda de
merocianina. Esta caracteristica ¢ denominada de acidocromismo. No caso de moléculas
BIPS, ela ¢ decorrente da protonacdo da forma merocianina, que passa de um hibrido
zwitterionico/quinoidal para uma espécie cationica. Esta espécie € protonada no
oxigénio que fica negativamente carregado apos clivagem da ligagdo Cespiro-O. A banda
de absor¢io desta espécie ocorre na faixa do verde-amarelo”. Devido ao
acidocromismo, esta classe de moléculas pode servir como sensor de pH em diversas
circunstancias ®>’*. Embora a natureza 4cida da merocianina protonada provenha da
porcdo 2-hidroxi-4-nitrofenil, seu pKa (aproximadamente igual a 2,25) ¢ muito menor
em comparacdo com a molécula que possui a por¢ao 4-nitrofenil original (pKa = 7,15).
O baixo valor de pKa ¢ influenciado pelo efeito retirador de elétrons do grupo nitro na

posi¢io para em relacdo a hidroxila fenélica nos compostos 6 -nitro-BIPS 7.

No caso do interior de cubossomas, esperava-se identificar a polaridade nos
microdominios através de deslocamentos nos maximos de absor¢do da banda de
merocianina. O maximo desta banda de absor¢do deveria ser impactado pela presenca
de polimero (tanto pelas mudangas de polaridade impostas por ele quanto pela eventual
mudanga na acidez causada por suas carboxilas) e pelo teor de etanol (neste caso, no
contexto da investigacdo do mecanismo de formacdo dos cubossomas). Para garantir a
intercalacdo do sensor nas bicamadas de fitantriol, optou-se pela ligacdo de uma cauda
alifatica. Esta cauda foi inserida covalentemente na posi¢do 5. Apesar de ser uma
posicdo importante quanto a barreira de energia de interconversdo entre as espécies
aberta e fechada, julgou-se que a cauda em 5 causaria menor impacto na intercalagdo da
molécula com as cadeias de fitantriol. Por estar na posi¢do 5, a cadeia necessariamente
promoveria a intercalagdo da cabeca 6-nitro-BIPS alinhada paralelamente as
monocamadas de fitantriol. Uma cadeia diretamente ligada ao nitrogénio (como seria o
mais simples em termos sintéticos) resultaria em uma intercalagdo com a cabeca 6'-
nitro-BIPS perpendicular as monocamadas de fitantriol, reduzindo muito a chance de
sucesso da sua incorporacdo nos cubossomas. A substitui¢do de hidrogénio por grupo
metoxi na posicao 8" foi devido a conveniéncia do ponto de vista sintético, bem como
por incrementar a estabilizagio da forma aberta, como previamente relatado 6. O
derivado 6’-nitro-BIPS sintetizado e empregado como sensor neste estudo foi

denominado de C1oSP (Figura 12).
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Figura 12. Estrutura quimica do derivado 6’-nitro-BIPS (na sua forma aberta
merocianina) proposto como sensor de microambiente quimico pra cubossomas

(denominado de C;oSP no presente estudo).

2.4. Hipotese de trabalho

Cubossomas classicos vém sendo descritos na literatura desde 1996 "7, a partir
da fragmentacdo de lipidios massivos que, em dgua, estruturam-se como fases clbicas
bicontinuas reversas (Qu). O processo de fragmentacdo exige fornecimento de energia
mecanica consideravel ao sistema, a qual tipicamente provém de alto cisalhamento com
estator-rotor, homogeneiza¢do em alta pressdo com equipamento apropriado ou via
cavitacdo induzida por ultrassom ’®7°. Subsequentemente, surgiu na literatura a proposta
de preparacdo de cubossomas que emprega baixa energia através do auxilio de um
agente hidrétropo (ex.: etanol, acetona) **, que deve ser posteriormente removido do
meio °. Fases clibicas bicontinuas reversas nanoparticuladas apresentam uma importante
por¢do de sua area de superficie com carater hidrofobico, pela maior propor¢ao de
cadeias carbonicas longas expostas ao meio externo em relacdo ao material massivo
correspondente. Por isso, € essencial empregar-se um estabilizante capaz de revestir a
superficie do cubossoma. O estabilizante atua dificultando interagcdes interfaciais
particula-particula em meio aquoso que, na sua auséncia, resultariam rapidamente em

coalescéncia decorrente de efeito hidrofobico.

O estabilizante pode ser um copolimero ou um surfactante ndo-polimérico com
uma ou mais caudas, tendo ou ndo carga formal em sua cabeca hidrofilica.

Estabilizantes com carga formal igual a zero (ditos nao-idnicos) sdo bastante comuns

14

para estabilizar cubossomas devido a sua biocompatibilidade Nesse sentido,

cubossomas de fitantriol (um lipidio resistente a hidrolise e capaz de formar fases Qn

7 80-82

em excesso de agua) estabilizados com os compostos ndo-idnicos poloxamer 40 e

polissorbato 80 2*834% s3o bastante descritos na literatura. Sabe-se que poloxamer 407
interage fracamente com fitantriol, ndo alterando a sua estrutura de fase em 4dgua >,
Por outro lado, polissorbato 80 intercala-se nas bicamadas retorcidas de fitantriol,
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resultando em alteracdo da estrutura de fase original que seria esperada para uma

85, Portanto, o grau de

mistura bindria com propor¢do fitantriol-dgua equivalente
afinidade destes dois estabilizantes com fitantriol € claramente diferente. Esta diferenca
poderia atuar como forga-motriz na incorporacdo de um polimero apenas na superficie
ou no interior da estrutura do cubossoma de fitantriol. A incorporacdo de um polimero
em diferentes microdominios nos cubossomas poderia resultar em propriedades
emergentes regulaveis do sistema, como ja discutido anteriormente. Cabe ressaltar que
estes mesmos dois estabilizantes (poloxamer 407 e polissorbato 80) sdo amplamente

8689 demonstrando sua

empregados na preparacdo de nanoparticulas poliméricas
capacidade de interagir também com polimeros, € ndo apenas com lipidios. Inclusive,
nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas utilizando-se a mesma estratégia
bottom-up que se vale do uso de um hidrotropo, tal qual ¢ feito na preparagdo de
cubossomas. Isto ¢ muito conveniente, pois abre a possibilidade de estruturacdo de um

sistema hibrido polimero-lipidio através de uma estratégia de preparagdao simples de se

executar.

De acordo com estas premissas, levantaram-se as hipoteses: i) de que seria
possivel obter sistemas hibridos nanoparticulados do tipo polimero-lipidio com regides
ricas em um tipo de componente ou outro (nano-segregaciao), de forma controlada,
empregando-se uma estratégia de preparagdo bottom-up; i) a nano-segregacio e,
portanto, a morfologia destes sistemas seria uma consequéncia das forcas de coesdo e
adesdo entre o lipidio, o estabilizante empregado, o polimero e o hidrétropo; e iii) as
diferencas de solubilidade de cada componente no meio solvente durante a fase de
remo¢dao do hidrotropo determinariam a ordem de nanoprecipitacdo de cada um,
influenciando na estruturacdo final da particula. O polimero escolhido para compor
estes sistemas foi o PLipA, pela facilidade de sua obtengdo por via térmica sem geracao
de residuos, por sua razoavel solubilidade no hidrotropo, por sua potencial
responsividade ao ambiente decorrente de ligacdes covalentes dindmicas que unem seus
monomeros e, por fim, pelo potencial do sistema de forma global na terapia antiviral,
visando aplicacdo futura na area biomédica. Um sensor de microambiente quimico
derivado de 6 -nitro-BIPS foi proposto como ferramenta para auxiliar na investigacio
das hipoteses (ii) e (iii), cujas bases para sua escolha foram descritas acima nesta
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