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RESUMO

FERREIRA LOPES, Felipe. Lipossoma revestido com hidroxiapatita para
carreamento de farmacos. 2019. 61p. Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais da Universidade Tecnologica Federal
do Parana, Londrina, 2019.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema lipossomal revestido
por hidroxiapatita, que encapsulasse pontos quanticos e carreasse moléculas de
farmaco (cloridrato de bupivacaina), dando origem a um sistema de lipossomas
terandsticos. De acordo com a literatura, sistemas como este apresentam como
vantagens em relagdo aos convencionais: maior controle da taxa de liberagdo de
farmaco, maior furtividade (recobrimento de hidroxiapatita) e possibilidade de
monitoramento de sua distribuicdo in vivo (pontos quanticos). Os lipossomas foram
preparados por meio da técnica de injecéo, e o revestimento foi obtido pela rota de
sintese por co-precipitacdo de precursores fosfato e calcio. O aumento do didametro
das particulas lipossomais e a diminuicdo do potencial zeta entre as amostras
parecem corroborar com a hip6tese de que houve a formacdo de uma camada de
revestimento. Sendo que os resultados das técnicas de difracdo de raios X e
espectroscopia no infravermelho apontam que o revestimento formado apresenta
predominantemente a presenca da fase hidroxiapatita. Analises de fotoluminescéncia
comprovaram a presenca do ponto quantico CdSe encapsulado em lipossomas, ja o
encapsulamento do cloridrato de bupivacaina pelos lipossomas foi comprovado pela
técnica de ressonancia magnética nuclear. Além destes ensaios também foi calculada
a eficiéncia de encapsulamento do anestésico local cloridrato de bupivacaina e o perfil
de liberacéo do farmaco.

Palavras-chave: sistemas lipossomais; lipossomas revestidos por hidroxiapatita,;
sistemas de carreamento de farmacos.



ABSTRACT

FERREIRA LOPES, Felipe. Lipossoma revestido com hidroxiapatita para
carreamento de farmacos. 2019. 61p. Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais da Universidade Tecnologica Federal
do Parana, Londrina, 2019.

The objective of this work was the development of a hydroxyapatite-coated liposomal
system that encapsulated quantum dots and carried drug molecules (bupivacaine
hydrochloride) to form a teragnostic liposome system. According to the literature,
systems like this one have advantages over conventional ones: greater control of the
drug release rate, are stealthier (hydroxyapatite coating) and raise the possibility of
monitoring its distribution in vivo (quantum dots). Liposomes were prepared by
injection technique, and the synthesis route by co-precipitation of phosphate and
calcium precursors obtained the. The increase in the diameter of the liposome particles
and the decrease in zeta potential in comparison between samples seems to
corroborate the hypothesis that a coating layer was formed. The results of the X-ray
diffraction and infrared spectroscopy technigues indicate that the formed coating
presents predominantly the presence of the hydroxyapatite phase. Photoluminescence
tests confirmed the presence of the liposome-encapsulated quantum dot CdSe,
whereas the encapsulation of bupivacaine hydrochloride by the liposomes was
confirmed by the nuclear magnetic resonance technique. In addition to these assays,
the encapsulation efficiency of the local anesthetic bupivacaine hydrochloride and the
drug release profile were also calculated.

Key Words: lipossomal systems; hydroxyapatite-coated liposomes; drug delivery
systems.
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1 INTRODUCAO

As formas mais comuns para administracdo de medicamentos sé&o por via oral
ou venosa. Independentemente do método utilizado, € importante que a administragdo
desses farmacos atenda as necessidades dos pacientes em concentracées minimas
e Otimas nos locais de acao pelo maior tempo possivel (KRAJEWSKI et al., 2000).
Uma alternativa para alcancar esses quesitos € a encapsulacdo do farmaco em um
sistema de transporte (macroestrutura) e sua liberacdo controlada — sistema de
liberacdo de farmaco controlada (DANAEI et al., 2018).

Um dos primeiros e mais aplicados sistemas de liberacdo € o lipossoma, uma
vesicula lipidica compostas moléculas lipidicas/fosfolipidicas anfifilicas, sendo capaz
de encapsular farmacos e outros componentes bioativos sejam eles hidrofilicos,
hidrofébicos ou anfifilicos (DANAEI et al., 2018; PABST et al., 2014).

A encapsulacdo de compostos dentro de lipossomas os protege de ativacao
antecipada, degradacéo ou diluicdo na corrente sanguinea (SERCOMBE et al., 2015).
Entretanto, lipossomas convencionais sdo suspensdes aquosas que apresentam
algumas desvantagens como baixa estabilidade cinética em suspenséao, apos freeze-
drying e estocagem, e a captura pelo sistema fagocitaria do organismo (opsoninas)
podem interferir negativamente no uso do sistema (DE FREITAS et al., 2019a)

Para amenizar esses problemas algumas estratégias foram realizadas entre
elas a modificacdo da superficie lipossomal com um revestimento, que age na
prevencao do processo de agregacao e também pode diminuir o reconhecimento dos
lipossomas pelo sistema de defesa do organismo dando origem aos chamados
“‘lipossomas furtivos” (DE FREITAS et al., 2019b; SERCOMBE et al., 2015).

Exemplos de recobrimento dos lipossomas podem ser encontrados na
literatura utilizando fosfatos de célcio (SCHMIDT; OSTAFIN, 2002), carbonato basico
de itrio (BELLINO; REGAZZONI, 2009), polietilenoglicol (DE FREITAS et al., 2019a)
ou hidroxiapatita (HAP) (XU; TANAKA; CZERNUSZKA, 2007) para a formagéao de
sistemas hibridos de carreamento de farmacos. Nestes sistemas, o recobrimento tem
por funcdo ndo s6 aumentar a furtividade do complexo lipossomal, aumentando o
tempo de liberagdo do farmaco, mas também promover o direcionamento para suas
regides de atuacdo e também aumentar do tempo de liberacdo do farmaco
(SERCOMBE et al., 2015).
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Sistemas hibridos lipossomas/HAP podem apresentar propriedades Unicas
para o carreamento de farmacos relacionados aos tratamentos dentarios ou 6sseos.
Isso se deve pelo fato do recobrimento de HAP apresentar uma composicao
semelhante a do proprio tecido conferindo-lhes uma maior biocompatibilidade e
também por ser biodegradavel (FIHRI et al., 2017).

Esses sistemas lipossomais podem, ainda, serem modificados para o
monitoramento do carreamento de um farmaco a partir de seu encapsulamento com
a incorporacéao de um agente de bioimagem (WANG; CHAO, 2017). Pontos quanticos
(PQ) sé&o nanocristais semicondutores fluorescentes que s&o comumente
empregados como marcadores em sistemas de liberacdo controlada (BATALLA et al.,
2015).

Nesse sentido, o presente trabalho tem como foco principal o uso de
hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH)2] para o recobrimento de sistemas lipossomais para o
carreamento e liberagdo de medicamentos (MOHAMMAD; OTHMAN; YEE-YEOH,
2014). Nesse caso, prop0e-se que a hidroxiapatita seja obtida a partir da sintese por
co-precipitacdo de seus precursores sobre a superficie de lipossomas carregados
negativamente, ou seja, uma reacdo in situ de co-precipitacdo na superficie
lipossomal.

Para isso serdo utilizados como precursores o sal de sédio 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)] (DOPG-Na) e fosfatidilcolina de soja (SPC). O DOPG-
Na apresenta carga negativa, que resulta em lipossomas com carga negativa em sua
superficie. Isso possibilita a deposicdo de ions calcio na superficie lipossomal e
consequentemente sintese de hidroxiapatita pela co-preciptacdo de seus precursores.

O sistema lipossomal proposto recoberto com hidroxiapatita encapsula o
anestésico local cloridrato de bupivacaina (BUP), e o ponto quéantico seleneto de
cadmio (CdSe), como agente de imagem. Espera-se assim a obtenc&o de um sistema
lipossoma terandstico, ou seja, um sistema carreador de farmaco que contenha

também um marcador para seu monitoramento.
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1.2 JUSTIFICATIVA E RESULTADOS ESPERADOS

Sistemas de liberacdo de farmacos podem controlar tanto a taxa de liberagcao
do farmaco quanto o local do corpo em que sera liberado. Destes sistemas, 0s
lipossomais multifuncionais apresentam diversas vantagens quando comparamos
com sistemas convencionais em que o farmaco esta livre. Pode-se citar: maior
eficiéncia terapéutica com liberacéo progressiva e controlada do farmaco, diminuicao
da toxicidade, maior tempo de permanéncia na circulacdo, estabilizacdo do ativo,
administrac@o segura (sem reagdes inflamatorias locais), menor nimero de doses,
direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das espécies
bioativas e possibilidade de encapsulamento tanto de espécies hidrofilicas quanto
hidrofébicas (HUA; WU, 2013; YANG et al., 2013; ZUCKER et al., 2009).

Nesse sentido, sistemas lipossomais tém sido extensivamente estudados e
modificados em busca do melhoramento de sua precisdo e controle da liberacdo de
farmacos. Dentre as configuracdes possiveis, um sistema lipossomal revestido por
hidroxiapatita (HAP) e contendo pontos quanticos (PQs) de CdSe encapsulados
conforme o proposto por esse trabalho apresentaria este tipo de potencial.

O revestimento de HAP pode mascarar o sistema lipossomal multifuncional
do sistema de defesa do organismo (SCHMIDT et al., 2004) e proporcionar um melhor
controle da liberagéo durante a circulacao sistémica (XU; TANAKA; CZERNUSZKA,
2007). Além disso, a presenca dos PQs tornaria possivel o monitoramento da
distribuicdo do sistema lipossomal no organismo (BATALLA et al., 2015; QU et al.,
2017; WANG; CHAO, 2017). A novidade do presente trabalho é a juncdo do
recobrimento com HAP e a presenca dos PQs fornecendo um novo sistema
lipossomal terandstico.

Lipossomas terandsticos sdo sistemas que consistem da particula lipossomal,
um componente de bioimagem, um elemento de direcionamento e um componente
terapéutico (SERCOMBE et al., 2015). O sistema proposto pelo trabalho € um sistema
lipossomal terandstico formado a partir de uma combinacao dos lipidios DOPG-Na e
SPC em proporgBes iguais, além da formagdo de uma camada de HAP pelo
recobrimento da superficie de vesiculas lipossomais carregadas negativamente pela

sintese por co-precipitacao.
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E importante ressaltar que n&o foram encontradas ocorréncias de sistemas
hibridos Lipossomas/HAP/PQ na pesquisa bibliografica para este trabalho. Desta
forma, espera-se que seja possivel a obtencdo de um sistema de carreamento de
farmacos inovador cuja identificacdo da formacdo de uma camada de HAP na
superficie do lipossoma ocorra através das técnicas de microscopia eletrbnica de
transmissao, potencial zeta e espalhamento de luz dinamico.

Espera-se também que camada de HAP altere o perfil de liberacdo da BUP
com uma liberacdo mais prolongada e que o encapsulamento de PQs nesse sistema
lipossomal multifuncional de HAP mantenha as propriedades do CdSe como

marcador.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de um sistema lipossomal terandstico com um revestido de

hidroxiapatita como elemento de direcionamento, encapsulando o ponto quantico

CdSe como agente de bioimagem e cloridrato de bupivacaina (BUP) como agente

terapéutico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo principal sera necessario:

Preparar estruturas lipossomais utilizando lipideos de fosfaditilcolina de
soja (SPC) e sal de sdédio 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-
glicerol)] (DOPG-Na);

Preparar o complexo de inclusdo entre lipossomas, farmaco cloridrato
de bupivacaina e o ponto quantica CdSe;

Preparar do sistema hibrido lipossomas revestido com a hidroxiapatita
(LHAP).

Caracterizar o sistema quanto ao seu tamanho de particula, potencial
zeta, eficacia do encapsulamento, Uv/vise fotoluminescéncia;
Comparar o comportamento das amostras revestida e nao revestido
com a hidroxiapatita (LHAP e LBPQ) quanto a liberacdo do farmaco

encapsulado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 LIPOSSOMAS

Lipossomas sdo pequenas vesiculas compostas por um nucleo aquoso
rodeado por uma ou mais camadas de lipidios (geralmente compostos por fosfolipidios
naturais ou derivados deles) cujo alinhamento em vesiculas de bicamadas ocorre a
fim de minimizar as interacdes desfavoraveis entre a fase aquosa e as longas cadeias
carbonicas (Figura 1) (MUFAMADI et al., 2011).

Essas vesiculas podem ser constituidos por uma bicamada de lipidios simples
(vesiculas unilamelares) ou multiplas bicamadas (vesiculas multilamelares) (OLSON
et al., 1979). Assim, os lipossomas sédo considerados estruturas supramoleculares
(lipideos ligados por ligagdo ndo covalentes) e sdo eficientes transportadores de
biomoléculas hidrofobicas e anfifilicas (PAPAHADJOPOULOQOS, 1995).

BICAMADA LIPIDICA

LIPOSSOMA

Figural-Formacéo de lipossoma a partir da hidratac&o de um filme lipidico, em que a bicamada
lipidica se envolve na forma de vesicula a fim de evitar interacdes desfavoraveis entre a porgao
hidrofébica dos fosfolipidios e a fase aquosa.

Autor: LIPOLIFE (2017) (adaptado)

De forma geral, podem-se classificar lipossomas em quatro categorias
distintas: lipossomas convencionais (Figura 2A), lipossomas estabilizados
estericamente (Figura 2B), lipossomas com ligantes de direcionamento (Figura 2C) e
lipossomas terandsticos (Figura 1D) (SERCOMBE et al., 2015).
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Figura 2 — Representac&o esquematica dos diferentes tipos de sistemas de libera¢&o controlada.
(A) Lipossomas convencionais — Lipossomas sdo compostos por bicamadas lipidicas que podem ser
compostos por fosfolipidios neutros, catibnicos ou aniénicos e colesterol, que encapsulam o nucleo
aquosos. Ambas as bicamadas lipidicas e 0 espa¢o aquoso pode incorporar espécies hidrofilicas ou
hidrofébicas (B) Lipossomas furtivos com PEG — Caracteristicas e comportamentos lipossomais in
vivo podem ser modificados pela adicdo de um revestimento polimérico hidrofilico, Polietilenoglicol
(PEG), para a superficie lipossomal para conferir estabilidade estérica (C) Lipossomas com ligantes
de direcionamento — Lipossomas podem ser usados para o direcionamento especifico pelo
acoplamento de ligantes na sua superficie ou no fim de cadeia de PEG (D) Lipossomas teranésticos
— Um sistema Unico que consistem de nanoparticulas, elementos de direcionamento, agente de imagem
e componente terapéutico.

Fonte: (SERCOMBE et al., 2015) adaptado

Lipossomas convencionais (Figura 2A) se baseiam na tecnologia das
primeiras geracdes cuja formulagdo consiste em, basicamente fosfolipidios e
colesterol. Este ultimo é Gtil na reducédo da velocidade de liberacdo do farmaco quando
comparado com formula¢cdes que contém apenas uma combinacdo de fosfolipidios
(SERCOMBE et al., 2015).

Esse tipo de carreador de farmacos reduz a toxicidade in vivo, através de
alteracdes na farmacocinética entretanto, apresenta problemas como instabilidade no
plasma sanguineo e baixo tempo de meia vida de circulagdo (WEISSIG, 2017).
Pesquisas com intuito de reduzir a captura dos lipossomas convencionais pelo
sistema fagocitario foram iniciadas no final da década de 90 dando origem aos
lipossomas ligados a polimeros (WANG; CHAO, 2017).
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A nova geracdo de lipossomas estabilizada estericamente por polimeros
ligados a superficie foi introduzido sendo o polietilenoglicol (PEG) (Figura 2B) o mais
utilizado. Lipossomas PEG-lados sdo capazes de produzir uma barreira estérica
diminuindo a possibilidade de ser reconhecido pelo sistema de defesa — recebendo
assim o nome de lipossoma furtivo (SERCOMBE et al., 2015).

Com isso tem-se um aumento do tempo de circulacdo do complexo
lipossomal, além de uma maior estabilidade na corrente (ALLEN; CULLIS, 2013). O
recobrimento de complexos lipossomais com PEG dificulta ndo so6 a interacdo com as
células de defesa, mas também com as células dos alvos de deposi¢éo do farmaco.

Diferentemente dos lipossomas furtivos, lipossomas com agentes de
direcionamento séo formulados com diferentes tipos de espécies de direcionamento,
como: antibiéticos, peptideos, glicoproteinas, oligopeptideos, polissacarideos, fatores
de crescimento e acido félico (Figura 2C) (MUFAMADI et al., 2011). Esses agentes
podem aumentar a concentracdo de acumulacdo de farmacos nas células ou tecidos
alvos.

Lipossomas terandsticos apresentam como principal diferencial a capacidade
de carregarem consigo agentes de imagem (Figura 2D) além dos agentes terapéuticos
ou de direcionamento (TIAN et al.,, 2011). A principal vantagem desse modelo de
complexo lipossomal é a possibilidade de se acompanhar a distribuicdo do mesmo
nos tecidos ou 6rgaos de estudo.

Pode-se concluir que modificacdes na formulacdo de complexos lipossomais
resultam em alteracbes de suas propriedades como: eficiéncia de encapsulamento,
controle da taxa de liberacdo do farmaco encapsulado, direcionamento do sistema ao
sitio de atuacdo, furtividade dos sistemas in vivo e mapeamento dos sistemas in vivo.

Consequentemente, estas alteracdes de propriedades resultam em
alteracbes farmacocinéticas: o tempo de transito na circulagdo sanguinea e o
metabolismo de drogas encapsuladas.

Desde a metade da década passada, diversas formulacdes farmacolédgicas
comerciais utilizando lipossomas como carreadores foram sendo disponibilizadas
para o tratamento do cancer, doencas infecciosas, parasitarias e inflamatorias,
liberacdo de antigenos como adjuvante imunolégico e em terapia genética (ALLEN;
CULLIS, 2013; HUA; WU, 2013; MUFAMADI et al., 2011; NII; ISHII, 2005; XU;
TANAKA; CZERNUSZKA, 2007). Recentemente, sistemas lipossomais revestidos por
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HAP também vem sendo estudados para futuras aplicacbes farmacoldgicas (XU;
TANAKA; CZERNUSZKA, 2007).

O presente trabalho ira abordar uma formulacéo de dois fosfolipidios: sal de
sédio 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)] (DOPG-Na) (Figura 3) e
fosfaditilcolina de soja (SPC) (Figura 4). O complexo lipossomal resultante servira

como superficie para a sintese de hidroxiapatita.

CH;

CH,
Figura 3 - Sal de sddio 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]

(DOPGNa)
Fonte: Autoria propria

H
H c\‘T' _CH,
0 (o]
u,,/\‘
H.C. ~ /\(\O/,\ 0
= r\\\\‘\v = 0
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H.C

Figura 4 - Fosfatidilcolina de soja (SPC)
Fonte: Autoria propria
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O DOPG-Na (Figura 3) é um fosfolipidio de carga negativa em solucéo
aquosa, enquanto o SPC (Figura 4) é neutro. Optou-se por ndo trabalhar apenas com
DOPG-Na por uma questdo de custo, sendo entdo utilizada uma formulacdo do
complexo lipossomal uma proporcéo 1:1 de SPC e DOPG-Na. Esperava-se, assim,
que mesmo com essa mistura fosse possivel a obtencdo um lipossoma carregado
negativamente.

Para preparar a vesicula lipossomal existem diversos método aplicaveis:
hidratacdo de filmes lipidicos seguida por extrusdo, injecdo de solucéo etilica e
sonicacdo (DE FREITAS et al., 2019b). Sendo o método de injecdo normalmente
utiizado quando se tem a presenca de moléculas insollveis para serem
encapsuladas. A técnica de extrusdo pode ser aplicada para a obtencdo de um
tamanho de lipossomas desejado, cujo tamanho médio seria préximo do poro da
membrana de policarbonato usada durante a extruséo.

Um sistema de extrusdo de lipossomas apresenta uma configuragdo como a
apresentada na Figura 5, onde apds cada passagem da solucdo tem-se a

aproximacédo do tamanho dos lipossomas com as dimensdes da abertura de poro da

membrana.
Canal qo ane_l de suportes Suporte de
vedacgdo O-ring  de filtro Teflon
Oiring r/ \ Oiring ¢
[ [
e
‘\}“ "\/‘
Invélucro Suporte T Suporte
exterior da interno da Membrana de interno da Porca Eie
extrusora membrana membrana retencéo

Policarbonato
Figura 5 — Vista explodida de uma extrusora utilizada com lipossomas
Autor: (AVANTI, [20197])

No presente trabalho foi utilizado a método de injecdo etandlica e o uso de

extrusdo com membrana de 400 nm de tamanho de poro.
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3.2 CLORIDRATO DE BUPIVACAINA

O cloridrato de bupivacaina (Figura 6) é um anestésico local do tipo amida e
que € usado principalmente em intervencdes cirirgicas dentarias e cuja administracédo
€ comumente realizada por via venosa na forma de uma solucdo contendo também
um vasoconstritor como a epinefrina (JUG et al., 2010). O mecanismo de acao desse
anestésico se baseia na obstru¢cdo de ions sédio através da membrana dos nervos
para dentro das células, prevenindo, assim a geracdo de uma ac¢éo potencial tendo
como possiveis efeitos colaterais: tontura, visdo turva, braquicardia e arritmia
(TATENO et al., 2010).

HN

H,C CH;y

H—-=Cl

Figura 6 — Estrutura quimica do cloridrato de bupivacaina
Fonte: Autoria propria

O interesse principal do trabalho é o desenvolvimento do sistema hibrido
lipossomas hidroxiapatita carreando ponto quantico CdSe podendo ter sido escolhido
como farmaco de aplicacdo desde um medicamento para tratamento de cancer, um
antibiético ou mesmo um anestésico.

O cloridrato de bupivacaina (BUP) foi escolhido para o trabalho devido a sua
disponibilidade e a existéncia de estudos de liberagdo controlada envolvendo este
farmaco (BALOCCO et al., 2018; BERGESE et al., 2012; LAMBRECHTS et al., 2013).
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3.3 PONTOS QUANTICOS

Pontos quéanticos (PQs) podem ser considerados como sendo particulas
pequenas — da ordem de 1 a 10 nm de diametro — de material semicondutor, que
devido a suas pequenas dimensdes apresenta propriedades distintas daquelas
observadas em um semicondutor macico (WANG; CHAO, 2017).

Em semicondutores macicos (bulk), um par elétron-buraco é tipicamente
ligado dentro de um comprimento caracteristico, conhecido como raio do éxciton de
Bohr (MAITI; BHATTACHARYYA, 2013). Se houver o confinamento do par eletrénico
nas trés dimensfes do semicondutor, tem-se, entdo um confinamento quantico
(WANG; CHAO, 2017).

A principal propriedade estudada dos PQs é sua fotoluminescéncia.
Fotoluminescéncia é um termo amplo que abrange, dentre outros, dois fenbmenos:
fosforescéncia e fluorescéncia (SKOOG; CROUCH; HOLLER, 2006). A fosforescéncia
implica uma mudancga de spin eletrdnico, com isso, o tempo de vida deste fendmeno
€ muito superior ao da fluorescéncia (que ndo apresenta mudanca de spin)
(PERKOWITZ, 2012).

A mudanca ou ndo na orientacdo de spin eletrdnico ocorre quando um par
eletrbnico da espécie quimica € excitado a partir de seu estado fundamental (Figura
7a) para um nivel de maior energia (Figura 8b) ou (Figura 7c). Singleto, no caso da
fluorescéncia, em que ndo ha mudanca de orientacdo dos spins e tripleto, no caso da
fosforescéncia, em que h&d mudanca de orientacdo dos spins (SKOOG; CROUCH,;
HOLLER, 2006).
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Y

Estado Estado Estado

singleto singleto tripleto
fundamental excitado excitado

(a) (b) (c)

Figura 7 — Estados de spins eletrénicos das moléculas. (a) o estado
fundamental. No nivel energético mais baixo, estado fundamental, os
spins encontram-se sempre emparelhados. (b) e (¢c) estados excitados.
Em (b) os spins mantém suas orientagdes iniciais, as moléculas em um
estado singleto excitado. Em (c) um dos spins mudam de orientagéo, a
molécula se encontra em um estado tripleto excitado.

Autor: (SKOOG; CROUCH; HOLLER, 2006)

A fotoluminescéncia de um PQ pode ser medida em um ensaio que consiste
em um feixe de luz passando através de um monocromador atingindo a amostra em
uma cubeta, havera a interacdo com a amostra e o feixe emissor passara pelo
monocromador atingindo o detector (ZHANG, 2009). A Figura 8 apresenta uma

solucdo contento PQs apds ser iluminada por um feixe de luz.

Figura 8 - Amostra de ponto quantico CdSe em cloroférmio iluminada
por um feixe de comprimento de onda de 410nm
Fonte: Autoria Prépria
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Medidas de intensidade de fotoluminescéncia permitem a determinacao
quantitativa de uma variedade de espécies organicas e inorganicas. Uma das
principais vantagens de métodos de luminescéncia é sua sensibilidade, com a
deteccado de limites que sdo comumente de trés ordens de magnitude menores que
agueles encontrados na espectroscopia de absor¢cdo (SKOOG; CROUCH; HOLLER,
2006).

As propriedades condutivas de um PQ podem ser modificadas pela alteracéao
de tamanho e forma de cristais individuais (WANG; CHAO, 2017). Quanto maior o
tamanho do cristal, mais largo é o espacamento entre a banda de valéncia e de
conducdo (band gap) e consequentemente maior a diferenca de energia (MAITI;
BHATTACHARYYA, 2013). Com isso mais energia € necessaria para excitar o PQ e
maior a energia liberada quando o mesmo retorna ao seu estado inicial.

PQs tem apresentado propriedades promissoras para uma ampla variedade
de aplicacdes biomédicas, em que competem com pigmentos organicos e proteinas
fluorescentes, especialmente: marcacdo de células in vivo, bioimagem e deteccéo
(WEN et al.,, 2012). Em comparacdo com pigmentos organicos e proteinas
fluorescentes, os PQs apresentam como principais vantagens: emissao dependente
de tamanho e composicdo, alto coeficiente de absorcao 6ptica, um espectro de
absorcao amplo, espectro de emissao curta e alta fotossensibilidade (BATALLA et al.,
2015)

Devido a tais propriedades tem-se estudado o encapsulamento de PQs por
lipossomas para 0 mapeamento de tais sistemas in vivo (BATALLA et al., 2015; BERA
et al., 2010; WANG; CHAO, 2017; WEN et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

3.4 HIDROXIAPATITA

Bioceramicas podem ser definidas como sendo um tipo de biomaterial de
origem ceramica desenvolvidas para atuacdo em organismos vivos como implantes,
carreadores de farmacos ou estruturas de suporte para a regeneracdo de tecidos
(MOHAMMAD; OTHMAN; YEE-YEOH, 2014). Em geral, dependendo da resposta dos
tecidos de atuacéo, os biomateriais podem ser classificados como sendo: bioinertes,
bioativos ou bioreabsorviveis (MOHAMMAD; OTHMAN; YEE-YEOH, 2014).
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Bioceramicas inertes como a zirconia ou alumina, podem ser descritas como
um tipo de material que possuem pouca ou quase nenhuma interagdo com os tecidos
vizinhos a sua regiao de implante (MOHAMMAD; OTHMAN; YEE-YEOH, 2014).

Bioceramicas bioreabsorviveis podem ser descritas como sendo materiais
que irdo se dissolver ap0s a sua implantagdo ou serem gradualmente substituidas
pelos tecidos naturais (MOHAMMAD; OTHMAN; YEE-YEOH, 2014). O fosfato
tricalcico (TCP), o carbonato de calcio e o 6xido de calcio sdo exemplos deste tipo de
biomaterial.

As ceramicas bioativas sdo aquelas que interagem e formam uma forte
interface com o tecido em que foram implantadas. Exemplos comuns deste tipo de
material sdo: a hidroxiapatita (HAP) e o beta fosfato tricalcico (3-TCP) (MOHAMMAD,;
OTHMAN; YEE-YEOH, 2014).

A hidroxiapatita devido a sua composi¢cdo semelhante ao tecido ésseo em
termos de composicdo, alta biocompatibilidade e boa bioatividade vem sendo
extensivamente pesquisada (AL-JAMAL; KOSTARELOS, 2011; COLILLA;
MANZANO; VALLET-RAGI, 2008; KAMALANATHAN et al., 2014; MISKOVIC-
STANKOVIC et al., 2015; NII; ISHII, 2005; SANOSH et al., 2009; STOCH et al., 2000).

A rede cristalina da HAP estequiométrica pode ser descrita como um arranjo
compacto de grupos (POa4)3, onde ion P> ocupa o centro dos tetraedros e cujos
vértices sdo ocupados por quatro atomos de oxigénio (FIHRI et al., 2017). Cada
tetraedro € compartilhado por uma coluna e delimita dois canais ndo conectados
(Figura 9).
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Figura 9 — (a) Projecdo de uma célula unitaria de hidroxiapatita no plano (001); (b) projecéo
mostrando o arranjo de octaedros [Ca(1)Os] na estrutura da HAP; (c) projecdo mostrando a
sequéncia de octaedros [Ca(1)Og¢] e tetraedros [PO4] na estrutura da HAP e (d) projecéo
mostrando a sequéncia de octaedros [Ca(1)Os] e [Ca(2)Os¢], € também tetraedros [PO4] nessa
estrutura de HAP

Autoria:(FIHRI et al., 2017)

O primeiro canal é rodeado por ions Ca?*, denominados Ca(l), que se
encontram em coordenacdo com os atomos de oxigénio do tetraedro (PQas)3
resultando na formacdo de um poliedro (Figura 9a) (FIHRI et al., 2017). O segundo
canal contém seis outros fons Ca?*, conhecidos como Ca(2) e que se encontram
coordenados com seis atomos de oxigénio do tetraedro e uma hidroxila (OH") (Figura
9b) (FIHRI et al., 2017).

A HAP é um composto de fosfato de célcio que pode ser ndo-estequiométrico
ou estequiométrico e cuja razdo molar Ca/P varia entre 1,5 a 1,67. A preparacéo de
HAP né&o-estequiométrica pode ser racionalizada pelo fato de que a perda de ions
Ca?* e o consequente desbalanceamento de cargas € corrigido pela introdugdo de
ions H* e a auséncia de ions OH(FIHRI et al., 2017).

A sintese ocorre a partir da reacdo de co-precipitacdo de um precursor de ions
calcio (oxido de célcio) e outro de ions fosfato (fosfato monopotéassico) (FIHRI et al.,

2017). Ambos os precursores sdo dissolvidos em agua destilada, havendo no caso do
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oxido de calcio a sua transformacéo em hidréxido de calcio. A reagéo a partir da qual
ocorre a formagédo da HAP por meio desta rota € a que segue:

10Ca*?(OH)2(aq) + 6 KH2PO4@ag—> 1Caio(POa4)s(OH)2s) + 18H20)

Essa ceramica é encontrada naturalmente, em sua forma néo-estequiométrica
nos 0ssos de mamiferos, cascas de ovos e conchas de moluscos (KAMALANATHAN
et al., 2014). A HAP derivada destas fontes apresenta tracos de ions de ferro,
magnésio, silicio e flior de impurezas incorporados no interior de sua estrutura
(KAMALANATHAN et al., 2014).

Revestimentos, granulos, particulas e enxertos de HAP tem sido investigados
guanto o seu potencial como carreador de farmacos (MATSUMOTO et al., 2004;
STIGTER et al.,, 2004; XU; TANAKA; CZERNUSZKA, 2007). Todavia, existem
algumas desvantagens em sua aplicacdo como carreador de farmacos como baixa
eficiéncia de encapsulamento, principalmente de antibibticos sollveis em agua e picos
de alta concentracdo durante o inicio da liberacdo (STIGTER et al.,, 2004,
YAMAMURA,; IWATA; YOTSUYANAGI, 1992).

3.5 SISTEMAS HIBRIDOS LIPOSSOMAS/HAP/PQ

Conforme visto no item 3.3, lipossomas podem ser modificados para o
monitoramento do carreamento de farmacos até sua regido de atuacdo. Uma forma
comum de realizar o mapeamento da distribuicdo de lipossomas in vivo € a
incorporacao de pigmentos ou proteinas fluorescentes em suas estruturas (WEN et
al., 2012). Estes, entretanto, séo fotoinstaveis e apresentam pouco brilho.

Os PQs tem como principais obstaculos a sua aplicagdo: serem altamente
hidrofobicos e insolUveis em agua, além de apresentarem elementos téxicos em sua
composicdo (0 Cadmio do CdSe utilizado no presente trabalho, por exemplo)
(TAHARA et al., 2013), entretanto ambos podem ser contornados com o
desenvolvimento de sistemas hibridos que envolvam lipossomas e PQ para o

carreamento de farmacos.
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Nestes sistemas os PQ devido a sua hidrofobicidade seriam aprisionados
entre a bicamada lipidica ao passo que farmacos também hidrofébicos seriam
encapsulados (permanecendo no interior da cavidade lipossomal até sua liberacéo).

Conforme mostrado na (Figura 2, pag.18), sistemas lipossomais além de
poderem apresentar agentes de imagem podem também ser modificados
superficialmente. Dentre as possibilidades de modificagdo encontram-se a
incorporacao de polimeros ou revestimentos ceramicos (CHU; LIU, 2005).

A hidroxiapatita € um tipo de material ceramico que pode ser um revestimento
gue confere a sistemas lipossomais maior biocompatibilidade, protecéo dos sistemas
lipossomais na corrente sanguinea, além de proporcionar uma superficie capaz de
reconhecimento quimico e enganar o sistema reticulo endotelial (SCHMIDT et al.,
2004; SCHMIDT; OSTAFIN, 2002).

A incorporacdo da HAP na vesicula de lipossoma dara origem a um sistema
hibrido (Figura 2C e Figura 2D, pag.20) através de uma reacao de formacéo in situ. A
sintese da hidroxiapatita na superficie lipossomal foi realizada a partir da técnica de
co-preciptacao.

Durante o processo de co-preciptacdo havera a competicao de duas reacdes,
a sintese de HAP na camada lipossomal e a reacdo entre os ions célcio e fosfato em
solucéo. Foi seguida entédo, a metodologia proposta por SCHMIDT et al. (2004) para
a formacao de uma camada de ions calcio capazes de recobrir a superficie lipossomal
a partir da adicao de solucéo lipossomal em solucdo de Ca(OH)2. ApGs a formacéao
dos ions calcios na superficie negativa do lipossoma ions fosfatos séo adicionados a
solucdo e assim a reacao de formacdo da HAP ocorre preferivelmente na superficie

lipossomal recoberta por Ca?*.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E MATERIAIS

Os principais materiais utilizados para a realizacdo do trabalho foram:
Lipidieos de fosfatidilcolina de soja (SPC) e dioleoilfosfatidilglicerol de sédio (DOPG-
Na) (adquiridos da Lipoid GmbH); cloroférmio (marca Synth); cloridrato de bupivacaina
cedido pela Profa. Dra. Eneida de Paula do departamento de Bioquimica da Unicamp;
Oxido de célcio cedido pelo Prof. Dr. Marcio Florian do departamento de Engenharia
de Materiais da UTFPR-LD; Fosfato de potassio monobasico (marca Cinética); alcool
etilico absoluto (marca Synth); Membrana de didlise (marca Vake); hidroxido de
amonio (marca Neon) e o ponto quantico de CdSe foi cedido pelo prof. Dr. Sidney

Alves Lourenco do departamento de fisica da UTFPR-Londrina.

4.2 PREPARACAO DOS SISTEMAS LIPOSSOMAIS

A obtencéo do sistema lipossomal carreador de farmaco revestido por HAP
envolveu uma série de procedimentos, apresentados na Figura 10, e detalhados ao

longo do escopo deste texto.
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Figura 10 — Esquema representando a obtenc¢é&o dos sistemas lipossomas
Fonte: Autoria préopria

Os lipossomas foram preparados a partir de solugdes lipidicas de
fosfaditilcolina de soja (SPC) e dioleoilfosfaditilglicerol de sédio (DOPG-Na) em uma
razdo molar de 1:1 (10 mM) dando origem a um filme lipidico apGs a evaporacédo do
solvente (cloroférmio) conforme é descrito por Hua e Wu (2013).

Ao filme lipidico foram adicionados 10 mM de cloridrato de bupivacaina (BUP),
80uM de CdSe, 100uL de cloroférmio e 300 pL de etanol. Esta solucdo etilica foi
injetada em um balédo de fundo redondo contendo 1,5 mL solu¢do tampé&o com pH de
7,4 (fosfato 2 mM). A solucao foi mantida sob agitacdo em banho maria (temperatura
de aproximadamente 50°C), durante 1 hora. O excesso de solvente foi rotaevaporado
em aproximadamente 50°C e 80 rpm dando origem as vesiculas multilamelares

grandes.

4.2.1 Extrusao dos complexos lipossomais

A fim de obter-se uma maior regularidade de tamanho de lipossomas, as
amostras foram submetidas ao processo de extrusdo. Para realizar a extrusao foi

utilizado um sistema extrusor Avanti Polar Lipids® (Figura 11), equipado com
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membrana de policarbonato, com poros de 400 de diametro. Foram realizados 13
ciclos de extruséo, até obtenc¢éo dos lipossomas com tamanho homogéneo.

Figura 11 - Sistema de extruséo utilizado
Fonte: Autoria propria

4.2.2 Sintese de Hidroxiapatita na superficie lipossomal

Para a formacédo do revestimento de HAP sobre a superficie do lipossoma,
uma solucdo de 1mL de lipossomas (10 mM) previamente extrusada foi adicionada
em 20mL de solucdo de hidréxido de calcio (0,738 mg) (SCHMIDT et al. 2004). O
sistema foi mantido por agitacao por 24 horas para garantir a formacao da camada de
calcio sobre os lipossomas. Uma aliquota de 200 pL de uma solugéo de fosfato de
potassio monobasico (0,813 mg) foi manualmente injetada na solugéo lipossomas
com camada de Ca*? a cada um minuto — totalizando 10 mL de solucédo fosfato
adicionada.

O pH do meio foi monitorado com auxilio de um pHmétro de bancada e se
manteve em torno de 10,8 durante todo o tempo de reacdo. A manutencdo do pH
nesse valor foi possivel devido a adi¢éo de hidréxido de amonio quando percebido um
aumento na acidez do meio. Por fim, o excesso de solvente foi eliminado com o uso

do rotaevaporador.

4.2.3 Outras formulagbes analisadas

Diferentes formula¢gbes foram preparadas contendo lipossomas vazios ou
‘ocos” (LIP), amostras contendo complexo lipossoma/BUP (LBUP), lipossoma/PQ
(LPQ) e lipossoma/BUP/PQ (LBPQ) para comparacao de resultados com a amostra
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gue apresentam complexo lipossoma/BUP/PQ/HAP (LHAP). A composicdo destas

amostras se encontra descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo de 1 mL das amostras de complexos lipossomais analisadas

Amostra Concentracédo de Concentracéo de Concentracéo de Presenca de
Lipossoma (mM) Cloridrato de pontos quanticos  Hidroxiapatita
Bupivacaina (mM) CdSe (uM)
LIP 10 - - Nao
LBUP 10 10 - Nao
LPQ 10 - 80 Nao
LBPQ 10 10 80 Nao
LHAP 10 10 80 Sim
HAP 0 0 0 sim

Fonte: Autoria prépria

A preparagdo das amostras seguiu, em sua maioria, 0 procedimento
esquematizado na Figura 10 (pag.31) até a etapa de extrusdo. Somente a amostra
LIP foi preparada diferentemente, obtida pela reidratacdo do filme lipidico com a

solucéo tampao.

4.3 SINTESE DE HIDROXIAPATITA

Para a sintese da amostra contento somente hidroxiapatita partiu-se de
0,995M de 6xido de célcio dissolvido em 20 mL de agua destilada agitada por 24h.
Com auxilio de uma micropipeta foi introduzido lentamente 200 pL/min 0,995 M (10
mL) de KH2PO4 na solucéo contendo o hidréxido de calcio (produto da transformacgao
do 6xido de célcio em agua) (FIHRI et al., 2017). O pH do meio foi monitorado ao
longo do ensaio com phmétro sendo que o valor aferido se manteve em 10,4 com o
gotejamento de uma solucdo de hidréxido de aménio P.A quando da diminuicdo do
valor de pH.

A suspensao foi deixada em descanso por um periodo de 24 horas e em
seguida filtrada. O material retido no filtro foi seco em uma estufa Sterilifer©, a 80°C

por 2 dias resultando em um aglomerado branco de pouca coeséo. Este foi cominuido



34

em um conjunto de almofariz e pistilo (ambos de porcelana) obtendo-se assim um po

branco e fino ao olho nu.

4.4 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIO - X.

Para comprovar que a sintese da HAP forneceu o produto desejado uma aliquota
deste p6é foi prensando no formato de uma pastilha e levado para andlise de
difratometria de raios X (Bruker modelo D2:Phaser) no laboratorio multiusuario da

UTFPR Londrina. A analise foi feita com 26 entre 20 a 80° com passo de 0,01°.

4.5 ANALISE DE INFRAVERMELHO

Para comprovar que a fase de HAP livre ou depositada no lipossoma foi
realizada também a andlise espectrométrica de refletancia no infravermelho em uma
faixa de comprimento de onda de 450 a 4000 cm!. Aliquotas do pé das amostras de
LBPQ, HAP e LHAP foram levadas para o aparelho da PerkihRELMER® modelo
Spectrum Il, com o acoplamento do médulo de ATR, alocado no laboratério BO04 do

departamento de engenharia de materiais (DAEMA) da UTFPR campus Londrina.

4.6 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ E POTENCIAL ZETA

O espalhamento dinamico de luz (do inglés dynamic light scattering ou DLS)
€ uma técnica ndo invasiva, que permite a mensuracdo do tamanho meédio e
distribuicdo do tamanho médio de particulas em dispersdo. Como o home sugere a
técnica se baseia no espalhamento da radiacdo incidente nas particulas. De maneira
simplificada, pode-se entender que o movimento browniano das particulas em
suspensao faz com que a luz incidente de um laser seja espalhada com diferentes
intensidades dependendo do tamanho da particula em que incide (HALLETT, 1994).

A partir do estudo da variacdo de intensidade, é possivel, usando a relacdo Stokes-
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Einstein obter a velocidade do movimento browniano e assim, o tamanho da particula
(HALLETT, 1994).

A distribuicdo de tamanho dos lipossomas presentes nas amostras LBUP,
LBPQ e LHAP foi medida a partir aliquotas de 600 pL de concentracbes 1 mM (LIP e
LBUP) e 10 mM (LBPQ e LHAP) em um aparelho Zetasizer NanoPlus (NanoPlus
Particle Size Analyzer) no Departamento de Quimica da Universidade de Maringa
(UEM).

O potencial Zeta (Z) € o potencial entre uma particula e o meio (liquido) onde
se encontra dispersa, podendo desta forma ser utilizado para estimar a carga de
superficie dessas particulas (KRSTIC et al., 2018). O potencial Zeta é um indicador
da estabilidade de uma suspenséo, em que valores positivos maiores que +30 mV e
negativos menores -30 mV que indicam uma boa estabilidade e que ndo havera
coalescéncia entre as particulas (KRSTIC et al., 2018).

Andlises foram realizadas do potencial zeta e do indice de polidispersividade
das amostras LIP e LBUP (1 mM), LBPQ e LHAP (10 mM) em um aparelho Zetasizer
NanoPlus (NanoPlus Particle Size Analyzer). Para o teste de potencial zeta amostras
foram diluidas (4 uL da formulacdo para 996 puL de agua deionizada) e feitas em
triplicata, na temperatura de 25°C (Franz-Montan et al., 2013; 2015).

4.7 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DO FARMACO

A medida do contetdo de BUP encapsulado nos sistemas LBUP e LBPQ foi
executada utilizando um espectrofotometro UV/Vis — Modelo: Libra Biochromem
comprimento de onda fixo de 263 nm. Primeiramente uma curva de calibragcdo da BUP
foi realizada usando solugdes padrbes com concentracéo variando entre de 0,5 a 3
mM.

A eficiéncia de BUP encapsulada nas amostras lipossomais LBUP e LBPQ foi
determinada utilizando a técnica de ultrafiltrag&o/ultracentrifugagéo (Millipore, USA,
ME Cut-off 10,000Da). Uma quantidade de 2 mL da amostra LBUP e LBPQ foi
colocada em uma unidade de filtro e submetida a uma ultracentrifugacdo. A

quantidade que passou através do filtro (BUP livre) foi quantificada utilizando
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espectrofotometria de UV a 263 nm. O célculo de eficiéncia foi realizado através da
Equacéo 1:

(Ci_Cx)
Ci

%BUPencapsulada = x 100 (Eq 1)

Em que C; eC, representam, respectivamente, as concentracdes iniciais e a

analisada.

4.8 ESPECTROSCOPIA POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As amostras de BuP, LBUP e LBPQ foram preparadas com solvente
deuterados (D20) e foram levadas para analise de RMN (Bruker 400 MHz para
frequéncia de hidrogénio). Aliquotas de 600 pL foram levadas ao espectrémetro de
ressonancia em tubos de RMN de 5 mm de diametro. Os experimentos foram
conduzidos em 25 °C usando-se como referéncia o pico do deutério residual
(4,70ppm) utilizado como trava do campo e ajuste da homogeneidade do campo
magneético. Os processamentos dos experimentos foram realizados com software

padrao top spin.

4.9 ANALISE DE FOTOLUMINESCENCIA

A fim de confirmar a manutencédo da fluorescéncia dos pontos quanticos apos
seu encapsulamento na bicamada lipidica, foi realizada a técnica de
fotoluminescéncia, que consiste na excitagcdo da amostra por meio de um laser de
comprimento de onda de 410 nm, com uma angulacdo de aproximadamente 30°.
Apés a interagdo do feixe com a amostra, tem-se um feixe resultante passando atraves
de um sistema de lentes até o leitor no espectrofotémetro.

Para esse ensaio foi preparada uma amostra PQ, LBPQ e LHAP nas
concentracdes: 80 uM, 10 mM e 10 mM, respectivamente. A técnica foi realizada no
Laboratorio do DFMNano da UTFPR — Londrina (Figura 12).
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iR Espectrofotémetro

Figura 12 — Equipamento utilizado para o ensaio de fotoluminescéncia
Fonte: Autoria propria

4.10 ENSAIO DE LIBERACAO

Uma variedade de métodos podem ser utilizadas para observar o
comportamento de liberacdo de um farmaco in vitro como: saco de dialise, dialise
reversa, microdialise e células de Franz (BHARDWAJ; BURGESS, 2010). Nesse
experimento foram montados dois sistemas para o ensaio de liberacdo para analisar
o perfil de liberacdo das amostras LBPQ e LHAP.

O primeiro ensaio foi realizado com células de Franz que é compostos por
dois sistemas o doador e o receptor. O volume do recipiente receptor € de 15 mL e é
totalmente preenchido por solucdo tampao. O recipiente doador continha 1 mL de
solugéo lipossomas de LBPQ e LHAP (10 mM de BUP em cada amostra) sobre
agitacao e temperatura de 25° C. A membrana de celulose (Spectrapore®, 1000 Da
ou 1,3 nm de tamanho de poros para exclusdo molecular) separa esses dois
compartimentos.

O segundo sistema foi montado envolvendo membrana de dialise conforme

representado na Figura 13.
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Figura 13 — Montagem do sistema para o ensaio de liberac&o
Fonte: Autoria propria

Na Figura 13 o saco de dialise encontra-se amarrado ao frasco para amostra
contendo agua (peso). O peso estava presente para que o suporte ndo flutuasse até
a superficie. Sendo o suporte necessario para que a barra magnética néo se agitasse
batendo no saco de dialise.

Em ambos os testes aliquotas da amostra foram retiradas (1 mL na célula de
Franz com subsequente substituicdo do volume retirado com solugéao tampéo e 2 mL
para o teste de didlise com retorno da aliquota). Os tempos de retirada das aliquotas
foram: 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 10; 12; 22; 32; 50 horas e analisados com UV-Vis
em 263 nm.

As medidas de absor¢cdo foram convertidas para porcentagem de farmaco
liberados em fungéo do tempo. Os testes foram realizados para dois sistemas o LBUP
e o LHAP em pH 7,4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para demonstrar que ocorreu a formacgéo do complexo de inclusdo entre as
vesiculas lipossomais, o anestésico local bupivacaina e o ponto quantico CdSe
realizou analises de ressonancia magnética nuclear RMN de 'H. A caracterizacdo
desse complexo € fundamental para realizar a deposicdo do hidroxiapatita sobre a

superficie do lipossoma.

5.1 ANALISE DE RMN DA BUP E DOS COMPLEXQOS LBUP E LBPQ

A primeira evidéncia observada para a formacdo de um complexo € a variacao
do deslocamento quimico no espectro de RMN de 'H. Assim, a caracterizacdo da
formacéo do complexo de incluséo foi iniciada por meio de experimentos de RMN tH
para as moléculas de BUP na forma livre (Figura 14), BUP encapsulada em
lipossomas (LBUP) (Figura 15) e BUP encapsula em lipossomas e na presenca de
CdSe (LBPQ) (Figura 16).
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Figura 14 -Espectro de RMN de 1H (D.O/ referéncia H.O residual em 4,7 ppm) de BUP [10 mM].
Fonte: Autoria propria.
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Figura 15 - Espectro de RMN de 1H (D2O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da amostra
LBUP [10 mM].
Fonte: Autoria prépria
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Figura 16 - Espectro de RMN de 1H (D.O/ referéncia H2O residual em 4,7 ppm) da amostra
LBPQ [10 mM].
Fonte: Autoria propria.

A partir da analise do espectro de hidrogénio da bupivacaina (Figura 14),
complexo bupivacaina em lipossomas (Figura 15) e bupivacaina-lipossomas-CdSe
(Figura 16), nota-se que houve mudancas no deslocamento dos hidrogénios da BUP.
A confirmacédo desse deslocamento € possivel na Figura 17 em que ha a juncao dos

espectros das trés figuras.
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Figura 17 - Espectro de RMN de 1H (D,0O/ referéncia H2O residual em 4,7 ppm) de BUP, LBUP

e LBPQ [10 mM].
Fonte: Autoria Prépria

A Tabela 2 apresenta entdo o comparativo entre os deslocamentos quimicos

de *H identificados na amostra BUP e seus equivalentes nas amostras LBUP e LBPQ.

Tabela 2 - Atribuicé@o e deslocamento quimico dos *H da BUP, LBUP e LBPQ [10 mM], e a
comparacéo dos deslocamentos LBUP/BUP e LBPQ/BUP

Identificagdo dos 'H BUP LBUP  LBUP/BUP  LBPQ  LBPQ/BUP
6 *H(ppm) 5 A8 *H(ppm) & 'H(ppm)  AG *H(ppm)
"H(ppm)
15 0,82 0,82 0,01 0,79 0,03
14 1,31 1,06 0,25 1,20 0,10
8,10 1,89 1,89 0,00 1,61 0,28
9,13 1,74 1,71 0,03 - -
16,17 2,11 2,11 0,00 2,08 0,03
8 2,33 2,31 0,03 - -
11, 12 3,09 3,12 -0,03 3,11 -0,02
11 3,65 3,61 0,04 3,54 0,12
7 4,08 3,99 0,08 3,98 0,10
1,23 7,14 7,10 0,04 7,08 0,06

Fonte: Autoria propria
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Observa-se na Tabela 2 que houve uma variacdo no deslocamento quimico
mais evidente nos H14, H11, H7 e H aromaticos (1,2 e 3) da BUP quando encapsulada
no lipossoma. A mesma variacao foi observada no complexo LBUPQ incluindo agora
os H8, H10. Essa alta variacdo no deslocamento (valores de A6 de 0,25 e 0,28) indica
que houve evidéncias de encapsulagdo da molécula de BUP no complexo lipossomal
principalmente na presenca de pontos quanticos. Esses dados também sugerem que

as particulas CdSe podem estar inseridas na camada lipossomal.

Outra caracteristica que evidencia a formacéo de complexo € o alargamento do
sinal dos hidrogénios da BUP quando encapsuladas nos lipossomas. Esse
alargamento € devido a diminuicédo do tempo de relaxacdo T2 para macroestruturas e
como a BUP esté encapsulada passaria a possuir um tempo menor T2 e alargamento
do sinal. Assim, pode se concluir com base nos deslocamentos dos hidrogénios da
BUP e alargamento dos sinais que ocorreu uma grande mudanca no ambiente
quimica dos hidrogénios e isso poderia ser explicado devido a complexa¢do da BUP

no lipossoma.

5.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DE CLORIDRATO DE BUPIVACAINA

Para mensurar a eficiéncia de encapsulacdo da bupivacaina nos lipossomas
primeiro foram definidos os comprimentos de onda de maxima absorcdo da BUP na
regido do UV (Figura 18A). A absorbancia maxima do BUP no espectro ocorreu em
comprimento de onda de A=263 nm. Em seguida, foi obtida uma curva de calibracéo

da BUP variando a concentragéo entre 0,5 e 3,5 mM (Figura 18B)
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Figura 18- (a) Espectro de absorc¢éo da BUP, (b) Curva de intensidade do pico pela concentracéo
da solucéo
Fonte: Autoria préopria

O coeficiente de correlacgéo linear (R?) foi de 0,9844. Esse valor de coeficiente
implica que o modelo utilizado é capaz de explicar 98,44% dos pontos plotados.
Aplicando-se a regresséo linear pelo método dos minimos quadrados foi obtida a
Equacdo 2 que representa a relacdo linear entre a intensidade dos picos
caracteristicos de BUP no espectro de absor¢éo e as respectivas concentracdes das
solugdes.

y=2,732x - 0,2867 (Eq. 2)

Nessa Equacéo (y) se refere a concentracdo de BUP e (x) a intensidade da
absorbancia no comprimento de onda 263 nm no espectro de absorcdo no UV/Vis.

Para o célculo de porcentagem de encapsulacdo da BUP no lipossoma,
amostras LBUP e LBPQ foram preparadas e submetidas & ultracentrifugagcdo em um
filtro como descrito em materiais e métodos. O filtrado (BUP livre) foi levado para um
equipamento de UV visivel e a eficiéncia de encapsulamento da BUP pode ser
calculada por meio da Equacéo 2.

A Tabela 3 apresenta os valores obtidos de porcentagem de encapsulacéo e
nota-se que houve um aumento no percentual de encapsulamento na presenca do

ponto quéantico.
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Tabela 3 — Os valores de concentracdes de farmaco em solucdo (mM)e percentual de cloridrato
de bupivacaina encapsulada no lipossoma (%) correspondentes ao pico em 263 nm no
espectro de absorcdo UV/Vis

Amostra Cy (mM) %BUPencapsulada (%)
LBUP 3,415+0,270 81,84+0,89
LBPQ 1,016+0,005 89,01+0,04

Fonte: Autoria préopria

A porcentagem de encapsulacdo de BUP nos lipossomas foi um pouco
superior na presenca do ponto quantico (89%). Isso pode ser explicado em funcéo da
localizacdo dos pontos quéanticos na vesicula lipossal. Na Figura 19 séo apresentadas
as formas como pode ocorrer a incorporacado dos PQs nos modelos de carreamento
hibridos (WANG; CHAO, 2017): (a) inseridos no espacamento entre as camadas
lipidicas, (b) ligados a superficie lipossomal e (c) encapsulados no interior da vesicula

lipossomal.

Ponto quantico @ Bicamada lipidica

(a) (b) (c)

Figura 19 — Modelos de incorporagdo dos pontos quanticos dos sistemas hibridos de
carreamento de farmacos. (a) PQs encapsulados entre a bicamada lipidica, (b) PQs ligados a
superficie do lipossomas e (¢) PQs encapsulados no interior da vesicula.

Fonte: Autoria propria

Supdbe-se baseado na natureza do PQ utilizado (CdSe ndo modificado), que
0os mesmos tenham sido encapsulados entre a bicamada lipidica conforme
apresentado na Figura 19 A. Isso pois os modelos representados por Figura19B e C
sao referentes a complexos lipossomais envolvendo PQ modificados para serem

hidrofilicos. A posicdo dos PQ entre as camadas lipossomais podem deforma-las
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(WANG; CHAO, 2017) de forma a aumentar a porcentagem de encapsulagédo do

farmaco.

5.3 CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITA (HAP).

Caracterizado o complexo de inclusao LBUP e LBPQ em termos de formacao
e porcentagem de encapsulacdo, o proximo passo foi a formacdo da camada de
hidroxiapatita sobre a superficie do lipossoma. Entretanto, antes de realizar esse
procedimento é importante verificar se a sintese de HAP realmente esta sintetizando
a fase esperada. Assim, ap0s a sintese da HAP ter ocorrido o material foi seco e
caracterizado utilizando as técnicas de difracdo de raios-x. Os picos encontrados a

partir do difratograma séo apresentados Figura 20.
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Figura 20- Comparacao entre os picos do difratograma da HAP sintetizada e dos
bancos de referéncias de HAP e fosfato dicalcico dihidrato
Fonte: Autoria propria

Com base nas informacdes apresentadas pela na Figura 20, pode-se inferir
gue a HAP ndo foi sintetizada totalmente pura, pois é possivel identificar fase de
fosfato dicalcico dihidratado.

Para confirmar que a fase da HAP sintetizada foi realizada experimento de

infravermelho (Figura 21)
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Fonte: Autoria Propria

Na Figura 21 € possivel observar alguns valores de absorbancia
caracteristicos da hidroxiapatita. Tem-se picos vales em 600,5 e 561 cm™, que séo
atribuidos a deformacdo angular de P-O dos grupos fosfatos (MISKOVIC-
STANKOVIC et al., 2015). Pode-se observar ainda um sinal em 873cm? que é
atribuido ao fon HPOZ~, a presenca deste elemento é um sinal de HAP né&o-
estequiométrica. Os picos 1022,5 e 962 cm correspondem as ligacdes O-P-O dos
ions fosfatos (MISKOVIC-STANKOVIC et al., 2015). As bandas entre 3650 a 3300cm-
! sdo atribuidas aos modos vibracionais e de estiramento dos grupamentos OH- da
estrutura cristalina da HAP, mas também podem ser referentes a agua absorvida.

Assim, é possivel confirmar que o fosfato sintetizado apresenta a fase de HAP.

5.4 CARACTERIZACAO DO REVESTIMENTO DE HAP NO LIPOSSOMAS (LHAP).

Para realizar o processo de sintese da HAP sobre a superficie de lipossomas
primeiro foi preparada uma solugéo lipossomal contendo o farmaco BUP e o ponto

quantico CdSe. A essa solucéo foi adicionada uma quantidade de 6xido de célcio
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como precursor de ions célcio. Essa mistura foi deixada sob agitacdo por 24 hs para
garantir que os ions calcios positivos se depositassem sobre a superficie negativa da
vesicula lipossomal, formando assim uma camada de ions calcios sobre os
lipossomas(SCHMIDT et al. 2004).

Em seguida, foi gotejado lentamente uma solucdo de fosfato de potassio
monobasico 0,5 mM para que os ions fosfatos reagissem com a camada de ions célcio
e formassem uma camada de hidroxiapatita sobre a superficie do lipossoma. Para
caracterizar esse revestimento foram realizados testes de infravermelho, tamanho de

vesicula e potencial zeta.

5.4.1- Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho pode ser utilizada em combinacdo com
outras técnicas para a identificacdo de espécies quimicas. O presente trabalho
procurou combinar esta técnica com a difracdo de raios-X para a identificacdo do
revestimento do complexo lipossomal. O espectro de infravermelho da HAP pura

(Figura 22B) ja foi discutido no item 6.3.
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Figura 22 — Espectrocopia de infravermelho das amostras: A) LBPQ, B) HAP e C) LHAP
Fonte: Autoria propria

As refletancias apresentadas na Figura 22A sédo referentes a amostra LBPQ
sendo que o pico em 1051 cm é caracteristico de sais de fosfolipidios, como é o caso
do DOPG-Na, sendo relativo a ligacdo P-O-Na (ABRAMSON; NORTON; KATZMAN,
1965). Os vales em 917 e 858,5 cmparecem estar relacionados com as ligagées O-
P-O dos grupamentos fosfatos dos precursores lipidicos (ABRAMSON; NORTON,;
KATZMAN, 1965; MISKOVIC-STANKOVIC et al., 2015).

O espectro representado na Figura 22C corresponde a amostra LHAP, um
sistema lipossomal encapsulando CdSe (ponto quantico) e com o farmaco cloridrato

de bupivocaina.
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Fonte: Autoria propria

A Figura 23 B apresenta cinco bandas de absorcdo (f1 a f5) que foram
identificaveis tanto nas amostras HAP quanto LHAP. Destes, f1, f2 e f3 também sao
identificados na amostra LBPQ e se referem as ligagbes O-P-O presente tanto nos
fosfolipidios de lipossomas quanto no grupo fosfato da hidroxiapatita. Os demais,
fendmenos f4 e f5 sdo identificados como as ligacdes P-O de grupamento fosfato da
HAP somente nas amostras HAP e LHAP.

Com isso é possivel afirmar que a amostra LHAP apresenta hidroxiapatita em
sua composicdo. Esses pontos sofrem um deslocamento, no caso de f4 de 600 para
593 cm, comparando-se HAP e LHAP, respectivamente. E no caso de f5 de 561 para
540,5 cml. Tais deslocamentos podem estar relacionados a diferencas de
concentracdes de hidroxiapatia entre as amostras HAP e LHAP (SKOOG; CROUCH,;
HOLLER, 2006).

Para confirmar realmente que ocorreu a formagao de uma camada de HAP na
superficie lipossomal foram realizados o0s ensaios de espalhamento dinamico de luz e

potencial zeta.

5.4.2— Espalhamento dinamico de luz

A maioria das aplicacdes envolvendo lipossomas, como o carreamento de

farmacos, exige uma distribuicdo de tamanhos de particula estreita e estabilidade
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dimensional (WINTERHALTER; LASIC, 1993). Sabe-se que uma mesma formulacdo
de lipidios pode dar origem a lipossomas com uma variedade grande de
caracteristicas morfolégicas.

Conforme apresentado anteriormente, os lipossomas nesse trabalho foram
obtidos através da injecdo de misturas lipidicas em solucdo tamp&o. Esta técnica gera
vesiculas com uma ampla distribuicdo de tamanho de particula. Por isso, foi realizada
a extrusao dos sistemas lipossomais através de membranas de policarbonato, para
gue haja uma maior homogeneidade de tamanho de particula.

Todavia, sabe-se que o tamanho médio de um lipossoma pode sofre
alteracdes morfolégicas apos a aplicacdo de técnicas de preparacdo de amostra,
neste caso a sintese de HAP na superficie lipossomal. Com o intuito de caracterizar o
tamanho de particula através do ensaio de espalhamento dinadmico de luz, cujo

resultados séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4-Valores médios encontrados no ensaio de espalhamento dindmico de luz do
diametro médio das particulas em nm e do indice de polidispersividade das amostras.

Amostra Diametro médio (nm) indice de polidispersividade (PDI)

LIP 184,7+1,0 0,132+0,022
LBUP 183,2+1,9 0,097+0,022
LBPQ 170,5+12,0 0,143+0,006
LHAP 396,7+£32,7 0,390+0,071

Fonte: Autoria propria

Os dados apresentados na Tabela 4 apontam que ndo ha uma reducédo
significativa do diametro médio dos lipossomas da amostra LBPQ em comparacao
com as lipossomas da amostra LBUP. Essa tendéncia também foi observada por
Tahara et al (2013) e por Wen et al(2012), ambos trabalharam com PQs hidrofobicos
nao modificados.

As amostras LIP, LBUP e LBPQ apresentaram baixos valores de PDI, todos
menores que 0,150. Isso indica que os lipossomas, nessas trés amostras, apresentam
uma maior uniformidade de tamanho e boa estabilidade dimensional. A amostra LHAP
foi a que apresentou 0 maior diametro médio de particula e um PDI dentro do
aceitavel, permitindo levantar a hipétese de que houve efetivamente uma deposicao

de HAP na superficie lipossomal.
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5.5 POTENCIAL ZETA

A estabilidade de sistemas em suspensdo aquosa, cOmo as amostras
lipossomais analisadas no presente trabalho, no tocante a agregacédo e variacao da
carga superficial pode ser inferida a partir do valor do potencial zeta das particulas.

O primeiro experimento realizado foi para determinar se a propor¢cao de
lipidios precursores apresentaria carga negativa. Foram comparados os valores de
potencial zeta dos lipossomas formados por DOPG-Na, SPC e com lipossomas
formados pelos dois lipidios (DOPG-Na e SPC) em uma mistura de razéo 1:1 (Tabela
5).

Tabela 5 - Valores de Potencial Zeta (g) determinados para os lipossomas formados por
DOPG-Na, SPC e DOPG-Na:SPC(1:1) a 25°C
Potencial Zeta - ¢ (mV)

Andlise Lipossomas Lipossomas Lipossomas
DOPG-Na SPC DOPG-Na:SPC
1 -42.,6 -22,2 -45,2
2 -44,7 -22,4 -44.3
3 -46,3 -22,2 -44.3
Média -44,5+1,3 -22,340,1 -44,6+0,4

Fonte: Autoria Prépria

Pode-se observar que o lipossoma formado somente por SPC em solucéo
adquiriu um potencial de -22,3+0,1 mV, quase metade do apresentado pelos
fosfolipideos de DOPG-Na de-44,5+1,3 mV. O que era esperado, pois este Ultimo
fosfolipidio ja € carregado negativamente.

Com a incorporacdo do SPC no lipossoma DOPG-Na néao foi observada uma
reducdo no potencial observado pela amostra LIP (-44,6+0,4 mV) cuja formulacao
consiste em uma propor¢ao 1:1 dos fosfolipidios. Era importante que houvesse a
manutenc¢ao da carga negativa na superficie lipossomal para que ocorresse a sintese
da hidroxiapatita em sua superficie. Portanto, o valor encontrado foi considerado
aceitavel para a formacao de lipossomas revestidos por hidroxiapatita. Assim, as
amostras de lipossomas foram realizadas com a mistura 1:1 de DOPG-Na:SPC.

Uma segunda medida de potencial zeta foi realizada para amostrasde LBPQ
e LHAP. A Tabela 6 apresenta os valores de potencial zeta relacionados com o pico

de maior intensidade de cada medida das amostras LBPQ e LHAP.
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Tabela 6 — Valores de Potencial Zeta ({) determinados para as amostras LBPQ e LHAP a 25°C.
Potencial Zeta - ¢ (mV)
LHAP LBPQ
Média -7,0546,77 -45,83+14,35
Fonte: Autoria préopria

E possivel identificar que houve uma reduc&o no valor de potencial zeta para
os lipossomas apos a encapsulacédo do farmaco BUP e do PQ (-44,6 lipossomas livre
para -7,05 e -45,83 para amostras de LHAP e LBPQ respectivamente), estando de
acordo com a literatura (XU; TANAKA; CZERNUSZKA, 2007). Observa-se também na
Tabela 6 que houve uma diminuicdo do potencial zeta para a amostra de LHAP.

Essa reducédo é condizente com os resultados apresentados por Xu e seus
colaboradores e permite, somada ao aumento de diametro observado, afirmar que
houve a formacdo de um revestimento de HAP sobre o complexo lipossomal. Vale
ressaltar, que tais autores trabalharam com a metodologia proposta por Schmidt et al
(2004) de formacédo de multiplas camadas de revestimento ceramico, de forma que
ambos apresentaram particulas com maior diametro e menor potencial zeta. No caso
do presente trabalho foi realizada a deposi¢do de somente uma camada de HAP sobre
o lipossoma, logo os resultados apresentados s&o muito positivos.

5.6 ANALISE DE FOTOLUMINESCENCIA

Para demonstrar que as nanoparticulas de ponto quantico CdSe estéo
presentes na amostra de lipossoma revestida com hidroxiapatita foram realizados
teste de fotoluminescéncia. Assim, uma amostra contendo somente o ponto quantico
(CdSe) em cloroférmio (80 uM) apresentou trés picos de emisséo: o primeiro em 444
nm, o segundo em 463 nm e o terceiro em 486 nm (referente a nanoparticula CdSe)
(Figura 24). Esses sinais encontrados no CdSe podem estar relacionados a estados

de defeitos do nanocristal ou da superficie.
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Figura 24 — Espectro de fotoluminescéncia
Fonte: Autoria propria

As amostras LBPQ e LHAP também foram analisadas por fotoluminescéncia
para verificar a presenca dos pontos quanticos de CdSe apds seu encapsulamento no
lipossoma. A amostra LBPQ apresenta o pico de emissao de seus PQs em 495 nm.
A amostra LHAP apresenta também o pico de CdSe em seu espectro de emissdo em
493 nm. Observa-se, dessa forma, todos os sinais da nanoparticula de CdSe na forma
livre, justificando sua presenca da nanoparticula no complexo lipossomal. Também se
observa uma diferenca de intensidade onde o sinal de maior intensidade foi de CdSe
livre, LBPQ e por fim LHAP, isso ocorre pois, quando as nanoparticulas estao
encapsuladas ha uma diminuicdo da intensidade relacionada com um ambiente
menos propicio a emissao.

Diferentemente do encapsulamento de espécies cromoéforas dentro do
lipossoma, o encapsulamento dos PQs entre as camadas fosfolipidicas causa uma
aproximacdo das nanoparticulas, ativando assim o processo de transferéncia de
energia nao radiativa entre eles (GERALDO, 2008). Logo, com a maior perda de
energia, diminui-se a probabilidade do elétron decair de um estado excitado para o
estado fundamental o que é refletido na diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
(GERALDO, 2008).
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Outro fator observado na Figura 24 é o deslocamento dos picos de emissao
de ambas amostras para a direita apés o encapsulamento do ponto quantico. Uma
explicacdo para esse comportamento é a mudanca de solvente de cloroformio para
uma solucdo aquosa tampao (JIN et al., 2017). Naturalmente, as interacdes entre
solvente e PQ podem modificar as propriedades elétricas e Opticas do CdSe. Assim,
a fotoluminescéncia € afetada pela modificagédo da estrutura elétrica pelo meio (JIN et
al., 2017).

5.7 ENSAIO DE LIBERACAO

A literatura aponta que a formagéo de revestimentos como HAP alteram o
perfil de liberacdo de complexos lipossomais (SCHMIDT et al., 2004; SCHMIDT,;
OSTAFIN, 2002; XU; CZERNUSZKA, 2008; XU; TANAKA; CZERNUSZKA, 2007).
Para verificar a influéncia do revestimento de HAP em complexos lipossomais foram
realizados ensaios de liberacéo de cloridrato de bupivacaina. A Figura 25 mostra 0s
graficos para os dois testes utilizados para os ensaios de liberacdo: Figura 25A

utilizando a célula de Franz e Figura 25B utilizando o saco de dialise.
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Figura 25- Curvas de percentual de cloridrato de bupivacaina (BUP) liberada acumulado ao logo
do tempo para dois sistemas: A) células de Franz e B) membrana de diélise
Fonte: Autoria Prépria

Ambos os métodos de andlise forneceram curvas semelhantes, entretanto

pode-se observar que utilizando Franz tem-se uma maior intensidade de liberacao
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com 19,47% de liberacdo da BUP do complexo LBPQ e 37,45 % da BUP para o
complexo LHAP. No caso do saco de didlise tem-se 13,8% para LBPQ e 20% para
HAP. Todos os testes foram realizados para tempo de liberacéo de 50 horas.

Em ambos os métodos foi observado que ocorre uma liberacdo mais lenta da
BUP quando encapsulado em LBPQ em relagcdo a amostra LHAP. Entretanto, tem-se
uma maior quantidade de liberacdo da BUP no complexo LHAP, o que o classifica
como um melhor veiculo de liberagcéo controlada. Entretanto, ainda se tem uma baixa
porcentagem de liberacdo no processo que pode ser explicado por saturacdo do
sistema receptor com BUP ou amostra presa na membrana.

Nos dois sistemas de liberacdo ambas as amostras apresentaram duas
rampas de liberacdo. A primeira durante as primeiras 10 horas, apés tem-se uma
mudanca de angulacao na rampa de liberacéao.

O resultado difere daqueles apresentados por Xu, Tanaka e Czernuszka
(2007) que também trabalhou com complexos lipossomais revestidos por
hidroxiapatita. Nesses testes houve o menor percentual de liberacdo da BUP no
sistema LHPA comparada ao sistema LBUP. Entretanto, Xu e colaboradores
trabalharam com formulacdo de multiplas deposi¢cdes de HAP sobre o lipossomas. A
auséncia na literatura sobre de sistemas terandsticos revestidos por uma deposicdo
de HAP torna dificil afirmar com certeza que o nimero de deposi¢cdes de HAP esta

diretamente ligada com o perfil de liberacéo de farmaco
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6 . CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho apontam que foi possivel obter-se um
sistema lipossomal revestido por HAP. A variacdo do deslocamento quimico no
espectro de RMN de 'H das amostras LBUP e LBPQ gquando comparados com a
amostra BUP e o alargamento dos picos dos espectros dessas mesmas amostras
confirmam o encapsulamento do farmaco pelo complexo lipossomal.

Confirmada a formacdo do complexo lipossomal, mediu-se o percentual de
cloridrato de bupivocaina encapsulada. Os valores observados apontam um maior
encapsulamento na presenca de CdSe. Isso se deu devido a deformacfes de volume
dos lipossomas causadas pelo encapsulamento de PQs entre a bicamada lipidica.

A confirmagé&o do revestimento se respalda no aumento do diametro médio de
particula e a reducdo nos valores de potencial zeta quando a amostra LHAP foi
comparada com a amostra LBUP no ensaio de espalhamento de luz dinamico e
potencial zeta, respectivamente. A natureza deste revestimento foi comprovada como
sendo HAP a partir de uma combinacdo das técnicas de difracdo de raios X e
espectroscopia no infravermelho.

Com a confirmacdo de obtencdo do sistema hibrido lipossoma/HAP/CdSe
partiu-se para a caracterizacdo de suas caracteristicas quanto a fotoluminescéncia e
liberacé@o do farmaco encapsulado.

Os resultados do ensaio de fotoluminescéncia confirmam o encapsulamento
de PQs e a manutencdo de suas propriedades Opticas. Enquanto o ensaio de
liberacdo aponta para a liberacdo de um maior percentual de farmaco pela amostra
LHAP quando comparada com LBPQ, sendo a primeira, por esta razdo, mais
interessante para aplicacao.

Conclui-se que o presente projeto conseguiu atingir o objetivo principal de
obtencdo de um sistema hibrido lipossoma/ HAP/ CdSe para o carreamento de
farmacos. Como sugestao para trabalhos futuros propde-se o estudo da relacao entre
0 numero de deposi¢cdes de HAP na superficie lipossomal e o perfil de liberagéo
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