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RESUMO

O objetivo deste trabalho consistiu na sintese e caracterizacdo de complexos polimero-
lipossoma (CPL) para sistemas de libertacdo controlada, através da modificacdo quimica de
fosfolipidos. O fosfolipido utilizado foi a lecitina de soja (LC) e os polimeros para a sintese dos
lipopolimeros  poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter, = COOH-PEG-COOH, e o
poli(dimetilaminoetil-2-metacrilato), PDMAEMA.

A sintese dos lipopolimeros com COOH-PEG-COOH ocorreu através da reacdo entre o
grupo amina protonado [NH3*] do fosfolipido e o grupo carboxilico [COOH] do polimero
(coupling carbodiimidas). Esta sintese foi realizada por dois procedimentos alternativos, ambos
bem sucedidos, de entre os quais se adotou o que requer menor tempo de reacéo.

Devido a dificuldade em sintetizar o PDMAEMA com um grupo carboxilico terminal
tendo em vista a sintese posterior de lipopolimeros de base PDMAEMA, recorreu-se a outro
método que consistiu na sintese de PDMAEMA com terminacdo colesterol (CHO-
PDMAEMA), cuja natureza hidrofobica tende a promover a sua ancoragem na formulacéo final
(CPL de base lecitina-PEG-COOH e CHO-PDMAEMA). Este polimero modificado foi entdo
incorporado em diferentes proporcgdes (2,5%, 5% e 10%) em relacdo ao lipopolimero lecitina-
PEG-COOH.

A caraterizagdo dos CPL foi realizada em termos de tamanho, polidispersividade,
potencial zeta, perfis de libertacdo e eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados demonstraram
gue os CPL de lecitina-PEG-COOH sao estaveis em condices fisiologicas (pH=7), com e sem
a incorporacdo de CHO-PDMAEMA, e que, em meios com pH diferente de 7, se tornam
instaveis, libertando todo o seu contetdo (calceina).

De todas as formulacdes testadas, verificou-se que os melhores resultados de estabilidade
ao longo do tempo e de eficiéncia de encapsulacdo foram obtidos para as formulacdes de
lipopolimero lecitina-PEG-COOQOH e de lipopolimero lecitina-PEG-COOH com 5% de CHO-
PDMAEMA. Verificou-se que as vesiculas sdo estaveis e que a melhor forma de as conservar
consiste em manté-las a temperatura ambiente depois de liofilizadas.

Este trabalho mostra-se inovador face aos existentes na medida em que a liga¢do quimica
do COOH-PEG-COOH aos fosfolipidos é promovida de forma mais expedita e rapida, podendo

ser aplicada a diferentes polimeros com diferentes caracteristicas de forma a obter sistemas de
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controlo e libertacdo de farmacos, projetados de acordo com as necessidades da aplicacéo
pretendida.

Palavras - chave: lipossomas, estruturas nanométricas, fosfolipidos, lipopolimeros, complexo
polimero-lipossoma, sistemas de libertacéo.
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Abstract

The objective of this study was to synthesize, formulate and characterize polymer-liposome
complexes (PLC) for controlled drug delivery through the chemical modification of
phospholipids. The selected phospholipid was soybean lecithin (LC) and poly(ethylene
glycol)bis(carboxymethyl)ether, COOH-PEG-COOH, and the poly(2-dimethylaminoethyl
methacrylate), PDMAEMA, were the chosen polymeric systems.

The synthesis of COOH-PEG-COOH lipopolymers occurred through the reaction between
the phospholipids [NH3*] group andthe polymer carboxylic group [COOH] (coupling
carbodiimides). This synthesis was carried out using two different successful procedures from
which the selected one was the method with shorter reaction time.

Due to the difficulties encountered on the synthesis of the PDMAEMA polymer with a
terminal carboxylic group in view of the subsequent synthesis of PDMAEMA
based lipopolymers, PDMAEMA with a cholesterol end-group (CHO-PDMAEMA)
was prepared, taking advantage of the hydrophobic nature of CHO to promote the anchoring
process in the final formulation (lecithin-PEG-COOH and CHO-PDMAEMA CPL). Different
proportions of the CHO-PDMAEMA component were used, viz. 2.5%, 5% e 10%.

The CPL characterization was carried out by determining the size, polydispersity, zeta
potential, release profiles and encapsulation efficiency. The results showed that CPL
of lecithin-PEG-COOH are stable in physiological conditions, with and without CHO-
PDMAEMA, and unstable in environments with pH different from 7, releasing all their content
(calcein).

For all tested formulations, the best results obtained for both stabilization over time and
encapsulation efficiency were achieved for the lipopolymer formulation based on lecithin PEG-
COOH and lecithin-PEG-COOH with 5% of CHO-PDMAEMA. It was verified that vesicles
are stable and the best conservation method consists in keeping the samples at room temperature
after being lyophilized.

This work is innovative when compared to those reported in the existing literature in the
sense that the chemical bond established between the COOH-PEG-COOH and the
phospholipids is obtained using a faster and more expedite procedure. Moreover, this approach
can be applied to different polymers with different characteristics in order to modulate the drug

delivery system according to the required application.
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1. MOTIVACAO

A ciéncia e a medicina unem-se cada vez mais para encontrar novos tratamentos e
diagndsticos eficazes e preventivos. Os avangos decorrentes do estudo e desenvolvimento de
sistemas de libertacdo controlada de farmacos (SLC) sdo um exemplo dessa unido.
Presentemente, inimeros desenvolvimentos relacionados com esses SLC podem ser

encontrados em areas da medicina, como a oncologia, terapia genética, tratamentos diabéticos,

tratamentos gastro intestinais, ortopedia, dermatologia (e.g. regeneracéo da pele), neurologia [-

7], mas também em outras areas, como a cosmética e a alimentar.

Os SLC podem ser compostos por polimeros, materiais inorganicos ou lipidos [8] sendo que
estes possuem vantagens em relacdo aos outros materiais, pois tém a capacidade de formar
estruturas nanométricas, como os lipossomas, isto é, vesiculas esféricas nanométricas, formadas
espontaneamente por uma ou mais camadas de fosfolipidos. Por possuirem essas dimensdes,
tém uma maior facilidade de circular em vasos sanguineos, o que permite atingir apenas o tecido
alvo onde ha infecdo ou inflamacdo, que se caraterizam por elevada permeabilidade e
capilaridade (e.g. tumores: células tumorais possuem pH<7, enquanto células normais possuem
pH=~7 [9]), evitando danos de tecidos vizinhos. As suas vantagens acrescidas confirmam o seu
uso benéfico em SLC e consistem na biodegradabilidade, biocompatibilidade, prolongamento
da libertacdo de agentes farmacéuticos ativos, capacidade de retencdo do farmaco, protecdo de
agentes encapsulados, aumento dos tempos de vida de circulacdo do farmaco, nao-
imunogenicidade [10], ndo-toxicidade e aumento da penetracdo do farmaco [11] e detém uma
semelhanca com a membrana plasmética do corpo humano, revelando-se uma carateristica
vantajosa para estas estruturas, pois a sua interacdo e eficacia com o organismo humano é
facilitada. Outras vantagens notorias sdo a sua eficiéncia de encapsulacdo aceitavel e a
capacidade de atuar como capsula, oferecendo protecdo contra efeitos externos. Outras

vantagens como a versatilidade e a aplicabilidade, séo carateristicas chave nos lipossomas, pois
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permitem a incorporacao tanto de farmacos hidrofilos no seu interior aquoso devido a “cabega”
hidrofilica dos fosfolipidos, como de hidrofébicos na sua camada lipidica, devido a “cauda”

hidrofébica dos fosfolipidos (vd. figura 1).

Legenda: @I - Farmaco Hidrofilo (@) - Farmaco Hidrofébico

Figura 1 - Representacdo esquematica da encapsulacao de farmacos hidrdéfilos e hidrofébicos nos lipossomas [12],

Os lipossomas modificados sdo considerados sistemas de libertacdo de farmacos
inteligentes, que possuem uma eficiéncia de encapsulacdo, que, dependendo do processo de
formagéo e independente da solubilidade da substancia a encapsular, evitam a degradagéo
consequente de fatores como a luz, agcdo de enzimas ou pH. Dependendo dos fosfolipidos e dos
revestimentos (e.g. polimeros) usados podem ser formulados lipossomas modificados que
aumentam a sua taxa de libertacdo em meio acido e meio basico (sensiveis ao pH), e, se
ultrapassarem a temperatura carateristica da zona de infecdo ou inflamacéo, a sua estrutura
transita de uma fase tipo gel (onde ha uma organizacdo da cadeia hidrocarbonada do lipido),
para uma fase cristalina (onde os radicais hidréfilos agrupados se tornam completamente
hidratados e as moléculas com movimentos mais livres), libertando para 0 meio as substancias
(sensiveis a temperatura) [11], [13]. Assim, os lipossomas permitem cumprir os objetivos dos
estudos e desenvolvimentos dos sistemas de libertacdo, armazenamento e transporte de
farmacos (e.g. a administracdo do farmaco no alvo especifico e a facil aplicacdo deste, através
da sua injecdo na corrente sanguinea). Desta forma, reafirma-se que os lipidos sdo o material
mais satisfatdrio e vantajoso quando comparados com outros materiais que compdem os SLC.

A inovacdo, aplicacdo e vantagens dos lipossomas com a superficie modificada por
polimeros pode oferecer desenvolvimentos promissores, como tal, reforcando a pertinéncia
deste estudo em que se propOe a preparacdo de lipopolimeros por modificagdo quimica de

fosfolipidos para estabilizacdo de formulacGes lipossémicas.
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2. OBJETIVOS E ESTRATEGIAS ADOTADAS

O desenvolvimento de complexos polimero-lipossoma (CPL) atraves da organizacdo e
formagdo esponténea de lipopolimeros (complexos polimero-fosfolipido) é uma abordagem
recente e pouco investigada. Pretende-se que a incorporacdo dos polimeros nos fosfolipidos
seja conseguida atraves ligacdo entre um grupo carboxilico dos polimeros, neste caso
poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter, COOH-PEG-COOH, e/ou poli(dimetilaminoetil-2-
metacrilato) modificado, PDMAEMA, com a amina protonada do fosfolipido, neste caso
lecitina de soja.

A sintese dos lipopolimeros com poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter, (COOH-PEG-
COOH), para posterior formacao dos lipossomas, é promovida pela ligacao entre um dos grupos
carboxilicos [COOH] do polimero e o grupo [NH3"] do fosfolipido (coupling carbodiimidas).

No caso dos lipopolimeros com PDMAEMA pretendia-se que a sintese fosse promovida
pela ligacdo entre um grupo carboxilico do polimero e a amina protonada do fosfolipido, tal
como nos lipopolimeros com COOH-PEG-COOH. No entanto, como néo existe o PDMAEMA
modificado com grupos carboxilicos terminais comercial, foram realizadas vérias tentativas de
sintese recorrendo a dois iniciadores diferentes: &cido glicélico-2-bromoisobutirato (obtido por
esterificacdo do acido glicolico) e o acido 2-bromo-2-metilpropidnico (comercializado). Como
ndo foi possivel obter o polimero pretendido devido a dificuldades na sintese, como alternativa,
e de forma a ser estudada a influéncia do PDMAEMA em CPL obtidos com lipopolimeros,
utilizou-se o iniciador CHO-Br, obtido através da esterificacdo do colesterol (CHO). Optou-se
por este iniciador, devido a natureza hidrofébica do CHO (funciona como ancora) que é muito
utilizado em formulagdes lipidicas, como comprovado em estudos precedentes [11], [14]. Com
este iniciador e por polimerizacdo radicalar por transferéncia atomica, ATRP, foi obtido o
CHO-PDMAEMA que foi entéo incorporado em diferentes propor¢des (2,5%, 5% e 10%) em
relacdo ao lipopolimero lecitina-PEG-COOH.

Os resultados obtidos foram analisados em termos de tamanho, potencial zeta,
polidispersividade, libertagdo e eficiéncia de encapsulagéo de calceina. Foi também analisada
a sua morfologia por TEM, a libertacdo de calceina em meios com diferentes pH e estudada a

melhor forma da sua conservacao.
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Em resumo, as estratégias e procedimentos que constituiram estes estudos experimentais

foram:
. Sintese do lipopolimero lecitina-PEG-COOH por diferentes procedimentos.
. Sintese do iniciador acido glicdlico-2-bromoisobutirato (COOH-X-Br).

" Sintese dos polimeros de PDMAEMA modificado (COOH-PDMAEMA e
CHO-PDMAEMA).

. Preparacdo de complexos polimero-lipossoma com o lipopolimero lecitina-
PEG-COOH, com o lipopolimero lecitina-PEG-COOH e CHO-PDMAEMA
e de CPLs com o lipopolimero lecitina-PEG-COOH e CHO estaveis em
condicdes fisioldgicas (e.g. pH=7) e instaveis em meios com pH diferentes de
7, com diametro médio, polidispersividade, potencial zeta, perfis de libertacdo
de calceina, capacidade de encapsulacdo de calceina e com concentracdo de
lipidos que permitam ser usados como SLC.

. Estudo da melhor forma de armazenamento dos CPLs mais promissores.
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1. LIPOSSOMAS E SISTEMAS DE LIBERTACAO CONTROLADA DE

FARMACOS

Os sistemas de libertacdo controlada de farmacos sdo processos de administracdo de
farmacos num alvo especifico, érgdo ou tecido, de modo a atingir um fim terapéutico em
humanos ou animais [15]. Os avancos relacionados com a libertagdo controlada de farmacos
revelam-se promissores e satisfatorios em alguns casos, mas prematuros noutros. Estes sistemas
desempenham um papel fundamental no controlo do efeito farmacologico do farmaco -
farmacocinética e farmacodinamica - e ainda influenciam o local e a duragdo da sua acéo, a sua
taxa de libertacdo e o perfil de efeitos secundarios. O ideal e pretendido é que o farmaco ativo
atue no local exato, no tempo preciso e com a duracdo desejada, tomando-se especial atencédo
ao intervalo terapéutico, em que a concentracdo do farmaco deve estar acima da concentracao
minima eficaz (MEC) e abaixo da concentracdo minima toxica (MTC). Esta concentracdo vai
depender da frequéncia de dosagem, das taxas de eliminacdo do farmaco e da via de
administracdo do sistema de fornecimento de farmaco utilizado [16]. Atualmente, as vias de
administracdo dos sistemas de libertacdo controlada sdo muito variadas, sendo elas, topica (e.g.
pele), enteral (pelo trato digestivo) e parenteral (de outra forma sem ser pelo trato digestivo —
e.g. injecdo) [17] e podem apresentar-se de diversas formas, a base de lipidos [18], polimeros
[19], [20] ou materiais inorganicos [2l, designadamente lipossomas, géis, microesferas,
ciclodextrinas [15].

Quando um farmaco é administrado, uma grande fracdo deste é desperdicada. Apenas uma
pequena quantidade atinge o tecido alvo devido a distribuicdo para outros tecidos e a sua
excrecdo antes de atingir o local efetivo. Assim, os lipossomas sd&o um meio que se revela
bastante atrativo para debelar alguns dos problemas associados a administracdo de farmacos,
como o transporte, armazenamento e libertacdo destes. Estudos realizados comprovam que 0s
lipossomas sdo uma mais-valia em areas como imunologia, terapia de tumores, adjuvante de

vacina, terapia antimicrobiana, terapia genética, entrega de radiofarmacos para diagnostico por
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imagem, e ainda para entrega cosmeética para a pele, entrega de corantes para téxteis, enzimas

e suplementos nutricionais em alimentos, pesticidas nas plantas e como biossensores [11].

2. LIPOSSOMAS

Os lipossomas s&o nanoparticulas em forma de vesiculas esféricas [12]. [22], constituidos por
fosfolipidos, que se arranjam de forma concéntrica, através de interagdes hidrofobicas, em uma
ou varias bicamadas lipidicas (vd. figura 2). Estas bicamadas tém a carateristica de possuir um
nacleo hidréfilo, devido a zona polar -“cabeca”- dos fosfolipidos que as constituem, possuindo
a capacidade de impermeabilidade no meio interno e no meio envolvente aquoso [12].

O facto de os lipossomas terem uma constituicdo semelhante a membrana plasmatica
(estrutura que delimita todas as células vivas) confere-lhes uma vantagem relevante no seu uso

em ensaios clinicos.

Figura 2 - Representagdo esquematica de um lipossoma. Adaptado de [12].

2.1. Constituicao dos Lipossomas
2.1.1. Lipidos
Segundo Bloor [23], os lipidos sdo uma das principais classes de substancias bioldgicas.

Consistem em grupos de compostos organicos encontrados em todas as células (animais,

plantas e microrganismos). Os lipidos podem ser classificados por composicdo, natureza e
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origem. Possuem funcGes energéticas e metabolicas, e tém inUmeras aplicagdes nas areas
farmacéutica, alimentar e cosmética. Alguns lipidos sdo insolGveis em agua do protoplasma,
enquanto outros, com determinados grupos quimicos ligados, estabelecem ligacdo com a agua
[23]. Ainda segundo Bloor [23], os lipidos tém diversas classes: simples (e.g. triglicerideos e
ceras), complexos (e.g. fosfolipidos, glicolipidos, sulfolipidos, esfingolipidos) e derivados (e.g.

esterdides).

2.1.2. Fosfolipidos

Os fosfolipidos (vd. figura 3) podem ser sintéticos ou naturais, e consideram-se 0
principal constituinte dos lipossomas. Os fosfolipidos constituintes dos lipossomas sdo de
natureza anfifilica [24]. Estes tém a capacidade de se orientar espontaneamente, formando os

lipossomas (a sua estrutura esférica € uma vantagem significativa na sua aplicacao).

I I

Cauda HidroSbica Cabega Hidroflica

Figura 3 - Representagdo esquematica de um fosfolipido. Adaptado de [25]

Os fosfolipidos s&o constituidos por duas zonas (vd. figura 4) [26]:
Zona polar: possui uma “cabega” hidrofilica, com elevada afinidade com a agua. Esta zona é
composta por uma molécula de glicerol, um grupo fosfato e um grupo -R, que varia consoante
o tipo do fosfolipido em questéo.
Zona apolar: possui uma “cauda” hidrofobica com pouca afinidade com a agua. Esta zona ¢

composta por duas cadeias hidrocarbonadas de acidos gordos, iguais ou diferentes.
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Figura 4 - Estrutura molecular de um fosfolipido [26],

2.2. Tipos de Lipossomas

2.2.1. Lipossomas Convencionais

Os lipossomas convencionais ndo tém modificacdo da superficie, tal como os descritos
na secdo 2 (cf. figura 2; cap. Il). Estes lipossomas destinam-se a transportar farmacos
diretamente no local de infecdo ou inflamagdo. Contudo, possuem desvantagens, sendo a
principal o curto tempo de circulacdo no fluxo sanguineo. Tal facto pode ser explicado por estes
se acumularem facilmente nas vesiculas fagocitarias do sistema reticuloendotelial humano
(RES), e posteriormente no baco e no figado. Por este motivo, os SLC ndo conseguem atingir

0s outros 6rgaos a que se destinam [27].

2.2.2. Lipossomas Multifuncionais

Uma alternativa estudada aos lipossomas convencionais, sdo 0s lipossomas
multifuncionais. Estes sdo modificados quimicamente, por modificagdo da superficie (e.g.
modificacdo através de ligacdo a polimeros) ou por incorporacdo de moléculas (e.g. particulas
magnéticas), e permitem contornar as desvantagens dos lipossomas convencionais, como 0

tempo no fluxo sanguineo (longevidade) e a capacidade de atingir os érgdos que se pretende
[27],
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Lipossomas de longa circulacéo

Os lipossomas de longa duracao resultam da modificacdo da superficie do lipossoma
através da incorporagdo de polimeros hidréfilos [12]. Estes proporcionam um aumento da
protecdo dos lipossomas, diminuindo a sua interacdo com componentes do sangue. A natureza
hidréfila aumenta, ocorrendo um fenémeno de repulsdo entre estes e as vesiculas fagocitarias,
evitando que se acumulem nestas, permitindo um maior tempo de circulagédo na corrente

sanguinea e consequentemente, atinjam o alvo especifico (vd. figura 5) [27].

Legenda: _.-- Z=- Polimero

-
\

Figura 5 - Representagdo esquematica de lipossoma de longa circulagéo. Adaptado de [12],

Lipossomas imunogénicos ou imunolipossomas

Os lipossomas imunogeénicos sdo conjugados com anticorpos monoclonais e dirigidos
contra células local-alvo inflamadas ou infetadas, desde 0 momento da sua entrada na corrente
sanguinea [12]. Neste procedimento podem ser usados anticorpos, folatos ou agticares. Estes
ligam-se covalentemente a um dos grupos da membrana lipidica ou por intermédio de um
polimero o que os torna lipossomas de longa circulacdo. Por vezes, os anticorpos podem ser

incorporados nas cadeias do polimero (vd. figura 6) [271. [28],
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Legenda: )/-Anticorpo b)

Figura 6 - Representacdo esquematica de lipossoma imunogénico. a) Lipossoma com ligacdo a anticorpo. b) Lipossoma com

ligagdo a anticorpo, por intermédio de polimero. Adaptado de [12],

Lipossomas de penetracao celular

Por vezes, é necessario chegar a organelos especificos do citoplasma e como tal os
lipossomas descritos atrds ndo tém essa capacidade. Para isso sdo necessarias moléculas com
poder de penetracdo celular que possam ser incluidas nos lipossomas, tais como proteinas ou
péptidos (vd. figura 7) [291,

O procedimento deste lipossomas, consiste na selecdo de proteinas encontradas nas
membranas plasmaticas das células-alvo e incorporacdo de grupos hidrofobicos nas mesmas,
permitindo que ocorra a adsor¢do fisica a superficie dos lipossomas. Depois de ocorrer a
penetracdo celular, as proteinas ligadas aos lipossomas inserem-se nas membranas plasmaticas
e sdo funcionalizadas por fusdo da membrana plasmatica ou por endocitose, proporcionando a
libertagdo intracelular [27]. Estes lipossomas também podem ser de longa circulacéo, ao terem
incorporados polimeros. Apesar da protecdo que estes oferecem aos lipossomas, a sua
internalizacdo pode ser dificultada, assim como a libertagdo do seu contetdo, no local
especifico. Como tal, os polimeros incorporados devem ser sensiveis ao pH (degradam-se em
meios acidos ou basicos), ou a temperatura (desestabilizam-se em locais com uma temperatura

acima da temperatura fisioldgica) [30].

10
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Legenda: - Proteina

Figura 7 - Representacdo esquematica de lipossoma de penetracéo celular. Adaptado de [12]

Lipossomas catidnicos (baseados em genes)

Neste caso, os lipossomas formados baseiam-se no conceito de transfecdo. Isto é, devem
promover a inser¢do propositada de um bioativo aniénico, acido desoxirribonucleico, DNA (vd.

figura 8), em células afetadas para producdo de proteinas de interesse ou introducdo de genes
para alterar algumas propriedades das mesmas, permitindo tratar ou retardar doencas [27-30]

Como as moléculas de DNA tém carga negativa, os lipossomas ligados a estas tém que possuir
carater positivo de modo a promover a sua ligacdo. Visto que o DNA é captado por endocitose
e posteriormente é degradado por acdo enzimatica, usam-se estes lipossomas para evitar essa
degradacdo. No entanto, estes lipossomas ndo possuem capacidade para evitar a degradacdo do
DNA antes de chegar ao citoplasma das células, como tal sdo incorporadas cadeias de polimeros
para prolongar o tempo de circulagdo na corrente sanguinea e por vezes anticorpos de forma a
direcionar os lipossomas ao sitio-alvo.

Neste caso, existem trés hipdteses para que a incorporacdo dos polimeros seja viavel.
Os lipossomas passam por endocitose com o polimero, pois dentro dos endossomas (meio
acido), os polimeros sofrem uma protonacédo, permitindo a entrada de agua, causando a sua
desintegracao e libertagdo total do DNA no citoplasma. Outra hip6tese consiste na formulacao
de lipossomas utilizando um fosfolipido sensivel ao pH, aquando dentro do endossoma (meio
acido), a membrana lipidica desintegrar-se e ao reagir com a membrana do endossoma, acaba
por a desestabilizar e libertar o DNA para o citoplasma. Por fim, existe uma terceira hipotese,
que consiste na utilizacdo de um polimero que consiga fundir na membrana plasmatica ou na

do endossoma, levando o contetido dos lipossomas diretamente ao citoplasma [30],

11
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Figura 8 - Representacdo esquematica de lipossoma modificado com DNA. Adaptado de [12]

Lipossomas com a incorporacéo de metais pesados

Lipossomas com metais pesados (vd. figura 9) sdo usados em &reas de diagndstico e
monitorizacdo e podem ter também incorporados polimeros hidrofilos ou anticorpos para
permitir que atinjam a célula-alvo pretendida. S8o usados em ressonancias magneticas,
tomografias, ultrassonografias e cintilografias [27]. Sdo produzidos através de um quelante
soltvel, promovendo a quelacdo dos metais, e posteriormente encapsulados nos lipossomas, ou
por modificacdo quimica, de modo a possuirem grupos hidrofébicos com a capacidade de se

incorporar na superficie dos lipossomas (bicamada lipidica) [27]. [30],

Legenda: - Metal Pesado

Figura 9 - Representagdo esquematica de lipossoma com metais pesados. Adaptado de [12].
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Lipossomas com a incorporacao de particulas magnéticas

Tal como os lipossomas descritos anteriormente, os lipossomas magnéticos (vd. figura
10) séo utilizados em ressonancias magnéticas por possuirem particulas magnéticas sensiveis a
campos eletromagnéticos externos. Neste caso, também podem ter incorporados polimeros

hidréfilos ou anticorpos para permitir que atinjam a célula-alvo pretendida [271,

Legenda: ¢ - Particula Magnética

Figura 10 - Representacdo esquematica de lipossoma com particulas magnéticas. Adaptado de [12].

2.3. Tipos de lipossomas segundo as suas dimensdes e numero de
bicamadas

Os lipossomas podem ser caraterizados consoante a sua forma, dimensao e orientagéo,
como se descreve a seguir.

As Vesiculas Multilamelares, MLV (500-5000 nm) [12], sio lipossomas com
multicamadas lipidicas, podendo atingir um maximo de catorze camadas. As Vesiculas
Unilamelares; Pequenas, SUV (25-100 nm), Grandes, LUV (200-800 nm) [12] e Gigantes,
GUV (> 1000 nm) [31], sdo lipossomas que possuem apenas uma camada de lipido. As
Vesiculas Oligolamelares, OLV (100-500 nm), sdo lipossomas com um pequeno ndmero de
camadas [32]. As Vesiculas Multivesiculares, MVV (> 1000 nm) [22], sio lipossomas com
pequenas vesiculas ndo concéntricas, aprisionadas numa unica bicamada lipidicas [33] (vd.
figura 11).
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0., 0008

MLV suv

Figura 11 - Representacao esquematica de vesiculas. Adaptado de [34].

Existem ainda estruturas semelhantes aos lipossomas, como as micelas e as bicamadas
lipidicas. As micelas (100-1 nm) séo estruturas esféricas, constituidas por fosfolipidos que
ocorrem de forma espontanea quando a concentracdo dos fosfolipidos em meio aquoso € igual
ou superior a concentracdo micelar critica (CMC). As micelas em meio aquoso possuem
“cabecgas” polares -hidrofilas- viradas para fora e “caudas” apolares -hidrofébicas- viradas para
dentro (figura 12 a) [35]. As bicamadas lipidicas sdo constituidas por lipidos, que se dispdem

espontaneamente, dependendo das suas zonas de polaridade (figura 12 b).

Figura 12 - a) Micela; b) Bicamada lipidica.

2.4. Caracterizacéo de Lipossomas

Diametro Médio

Segundo Calvagno [36], o didmetro médio dos lipossomas depende da composicio
lipidica e do seu método de preparacdo. Para particulas nanométricas, o didmetro deve estar
compreendido entre 100-400 nm [11] e as técnicas para sua determinac&o s&o a disperséo de luz
dindmica (DLS); microscopia eletrénica de transmissdo (TEM); microscopia eletronica de
varrimento (SEM); microscopia de forca atomica (AFM); cromatografia de exclusdo de
tamanho (SEC); photon correlation spectroscopy (PCS) e fracionamento em escoamento (FFF)
[36].
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Dispersividade

Ainda segundo Calvagno [36], a dispersividade (homogeneidade), tal como o tamanho
(diametro médio), depende da composicéo lipidica e do método de preparacédo. Para particulas
nanométricas, esta nio deve ultrapassar os 0,5 [11] e as técnicas para sua determinagio s&o a
dispersdo de luz dinamica (DLS); microscopia eletrénica de transmissdo (TEM); microscopia
eletronica de varrimento (SEM); microscopia de forca atomica (AFM); cromatografia de
exclusdo de tamanho (SEC); photon correlation spectroscopy (PCS) e fracionamento em

escoamento (FFF) [36].

Temperatura de Transicéo (Tc)

A temperatura de transicdo consiste na transicdo de fase termotrdpica a temperaturas
muito inferiores ao seu ponto de fusdo, depende da natureza das cadeias de hidrocarbonetos, da
regido polar da molécula e da natureza idnica do meio e pode ser determinada pela técnica de

calorimetria de varrimento diferencial (DSC) [36]

Potencial Zeta (zP)

O potencial zeta é um parametro fisico determinado através da tensdo superficial e da
superficie dos lipossomas em meio aquoso. Os valores de zP devem ser > 30 mV ou < -30 mV
[11] para assegurar a estabilidade dos lipossomas, visto que entre essa gama de valores as
particulas tendem a interagir ou formar agregados, o que nao é pretendido e as técnicas para sua
determinacédo sdo a electrophoretic light scattering e laser doppler electrophoresis (LDE) e

dispersdo de luz dinamica (DLS) [36]-

Fluidez

A fluidez representa a ordem e dindmica dos grupos alquilo dos fosfolipidos na
bicamada lipidica e as técnicas para a sua determinagdo sdo a ressonancia paramagnética
eletronica (EPR); espetroscopia por ressonancia magnetica nuclear (RMN) e despolarizagéo de

métodos de fluorescéncia [36]-
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Lamelaridade

A lamelaridade define-se como o nimero de bicamadas lipidicas que rodeiam o espaco
aquoso interno das vesiculas lipidicas e as técnicas para a sua determinacdo sdo a espetroscopia

por ressonancia magnética nuclear (RMN) e a ressonancia paramagnética eletronica (EPR) [36]

Eficiéncia de Encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo permite inferir sobre a eficacia terapéutica dos farmacos,
através da incorporacdo destes nas bicamadas lipidicas, por adsor¢do na superficie da
membrana, por uma cauda hidrofobica (“ancora”), por grupos polares ou a utilizada neste
estudo, através do encapsulamento (neste caso, de calceina) no seu interior aquoso. As técnicas
para sua determinacao séo a cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC); ultracentrifugacéo;
dialise; ultrafiltracdo; espetroscopia de ressonancia de spin (ESR); espetroscopia
Ultravioleta/Visivel (UV/VIS); espetrometria; cromatografia liquida de alta performance

(HPLC) e espetrofluorimetria [36], [11],

Perfil de Libertacéo

Para se obter os perfis de libertacdo, é necessario encapsular substancias no interior dos
lipossomas. Esta encapsulacdo é conseguida hidratando o filme de fosfolipidos com a solucdo
(que ficard encapsulada) em tampdo, antes da formagdo de lipossomas ou depois de formados.
Assim a solucdo incorpora-se no espaco intersticial dos mesmos por difusdo. No final da
encapsulacdo é necessario a separacdo entre a solucdo de lipossomas e a solucdo encapsulada.
Consoante as condi¢cdes do meio, observa-se o perfil de libertagio num determinado tempo
(minimo de 30 horas) [11]. Por fim os lipossomas sdo colapsados e é medida a quantidade total
de solucdo encapsulada (neste caso, calceina). As técnicas para sua determinacdo sdo a
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC); ultracentrifugacdo; dialise; ultrafiltracdo;
espetroscopia de ressonancia de spin (ESR); espetroscopia Ultravioleta/Visivel (UV/VIS);

espetrometria; cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e espetrofluorimetria [36].
[11],
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Estabilidade

A estabilidade dos lipossomas depende do tamanho e da composi¢do quimica das
vesiculas e de outros fatores (e.g. pH, armazenamento) e baseiam-se na formacéo de forgas, as
forcas Van der Waals entre os fosfolipidos, forcas repulsivas entre os grupos carregados das
moléculas dos fosfolipidos, forcas repulsivas dos grupos da cabeca dos fosfolipidios e forcas
eletrostaticas repulsivas entre vesiculas. As técnicas para sua determinacdo baseiam-se na

avaliacdo das suas propriedades depois de formados os lipossomas [36]-

Concentracao de Lipidos

A concentracdo de lipidos nos lipossomas é um parametro essencial que deve ser
conhecido para a determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo. A técnica para sua determinacgéo

é a espetrofotometria [111.

Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade revelam informacdo acerca da biocompatibilidade das
formulacGes de lipossomas, através da analise da taxa de crescimento celular de células vivas,

na presenca dos lipossomas e a técnica para sua determinagao € a espetrofotometria [111,

Conservacao

O estudo de conservacdo dos lipossomas ap6s 0 seu armazenamento € importante,
porque permite avaliar a estabilidade das formulacgdes, isto €, se depois de armazenados 0s
lipossomas ndo mantiverem as suas propriedades fisicas e quimicas, é porque a sua formulagéo
ou armazenamento ndo foram os mais adequados.

Durante o armazenamento, podem surgir problemas como a formacao de aglomerados,
libertacdo precoce ou a colonizacao de bacterias. Como tal, estes sdo fatores importantes a ter

em conta na avaliacédo da estabilidade das formulagdes de lipossomas, depois de armazenadas
[36], [11],
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3. PRODUCAO DE LIPOSSOMAS

3.1. Formulacéo de Lipossomas

Existem vérias técnicas de formulagdo de lipossomas, que se englobam em técnicas

classicas e novas técnicas a larga escala.

3.1.1. Técnicas cléssicas

As técnicas classicas sdo as mais utilizadas e serdo enunciadas de seguida.

A hidratacédo de pelicula fina de lipidos ou Método de Bangham, é um método que
consiste na dispersdo de fosfolipidos num solvente organico, posteriormente evaporado,
permitindo a formacéo de um filme de lipidos. De seguida, hidrata-se o filme com uma solu¢éo
tamp&o sob agitacdo e a uma temperatura adequada, formando-se os lipossomas [34]-

A evaporacdo de fase inversa (REV), consiste na preparacdo de um filme lipidico
através da evaporacdo de um solvente organico sob pressdo reduzida. O sistema é purificado
com azoto e os lipidos séo redissolvidos numa segunda fase organica. Quando o tampao aquoso
é introduzido, ocorre a formacdo de principalmente vesiculas unilamelares grandes (LUV) e
oligolamelares (OLV) a que se segue a remoc¢do do solvente organico com o sistema em
atmosfera continua de azoto [34] [37],

A injecao de solvente, é uma alternativa para a preparacdo de lipossomas de tamanhos
reduzidos (SUV), sem recorrer a extrusdo ou a sonicacdo. Consiste na dissolucdo de lipidos
num solvente organico e posteriormente na injecdo da solucéo de lipidos numa solucgéo tampao,
formando-se os lipossomas. O solvente organico pode ser evaporado no final ou a medida que
a solucéo de lipidos é injetada na solugao tampéo [34], [37],

A técnica de detergent dialysis, permite formar lipossomas (40-180 nm) e ocorre atraves
da solubilizacdo de lipidos com detergent. Posteriormente, remove-se controladamente o

detergent por dialise, formando-se vesiculas unilamelares com grande volume intersticial [34].
[37],
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3.1.2. Técnicas a Larga Escala

S&o usadas novas técnicas a larga escala para producdo de lipossomas industrialmente.
Estas técnicas sdo enunciadas de seguida.

O método de aquecimento, consiste na hidratacdo dos fosfolipidos num meio aquoso,
seguida do aquecimento destes, na presenca do glicerol — permite a estabilidade do lipido [34].

A secagem por atomizacao, € uma secagem direta da mistura de lipido e farmaco por
pulverizagdo. E considerada a técnica mais rapida de producio de nanomateriais [34].

A liofilizagdo, baseia-se na formacgdo de uma dispersdo homogénea de lipidos com
materiais transportadores sollveis em dgua. De seguida, esteriliza-se por filtracdo e depois do
congelamento promove-se a liofilizacdo da mistura. Por fim, adiciona-se 4gua e sdo formados
lipossomas espontaneamente [34], [37],

A evaporacao supercritica por fase reversa (SCRPE), ocorre por dispersdes aquosas
de lipossomas para ser obtida uma emulsdo através da introducdo de uma determinada
quantidade de &gua numa mistura homogénea de didxido de carbono, fosfolipidos e etanol, sob
agitacio e posteriormente, sujeita a uma reducgdo de pressdo [34],

A modificacdo do método de injecdo de etanol, por fluxo cruzado ou microfluidizacao
ou por contador de membrana. A modificacdo do método de injecdo de etanol por fluxo
cruzado, consiste na injecdo continua de um fluxo cruzado através de dois tubos em forma de
cruz com um orificio no ponto de ligacdo, posteriormente, € adicionada uma solugdo tampéo e
por fim, quando o limite de pressdo é excedido, as velocidades de injecdo permanecem
constantes e a quantidade de lipossomas € distribuida. A modificacdo do método de injecdo de
etanol por microfluidizacdo, consiste na injecdo da fase lipidica numa plataforma de focagem
hidrodindmica de microfluidos (MHF) e da fase aquosa num microcanal. Posteriormente, 0s
lipossomas séo obtidos por difuséo interfacial quando multiplas correntes de fluxo sdo injetadas
no microcanal. A modificacdo do método de injecdo de etanol por contador de membrana,
consiste numa fase lipidica pressionada por meio de uma membrana com tamanhos de poros
especificados, ao mesmo tempo que a fase aquosa passa tangencialmente a superficie da

membrana, arrastando os lipossomas formados no seu interior [341,
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3.2. Meétodos de Fabricacdo de Complexos Polimero-Lipossoma

Existem varias técnicas de formagdo de CPL [10] que se resumem a seguir.

Pré-Insercdo, em que o polimero é adicionado a fase lipidica antes de os lipossomas serem
formados [10],

Pos-Insercdo, em que o polimero é lentamente adicionado a suspensdo diluida de
lipossomas pré-formados, a temperaturas proximas da temperatura de fusdo, Tm, dos lipidos
constituintes [10],

Po6s-Modificacdo por reacdo quimica, em que atraves de uma reacdo quimica se modifica
a superficie de lipossomas [10],

No caso em estudo, a formulagdo de lipossomas foi realizada por pré-insercdo e por
hidratacdo da pelicula fina de lipidos/polimero. Como o lipossoma s6 é formado depois da
sintese entre o lipido e 0 polimero, este estender-se-a para 0 meio interno e externo do lipossoma
(vd. figura 5).

4. COMPLEXOS LIPOPOLIMERO

O objetivo deste trabalho é a modificacdo de fosfolipidos (sistema lipidico) com polimeros

(sistema polimérico), de maneira a formar lipopolimeros (vd. figura 13).

—w—_gU S

Sistema Lipidico Sistems Polimérico

Figura 13 - Complexo Lipido-Polimero. Adaptado de [38].

4.1. Formacéo de Lipopolimeros

Os lipopolimeros podem ser formados através de diferentes fosfolipidos e diferentes

polimeros, como descrito de seguida.
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4.1.1. Formacdo de lipopolimeros usando diferentes polimeros

Considera-se poli(etilenoglicol) (PEG), o polimero mais estudado e aplicado em
aplicacBes biomédicas, em particular em complexos lipopolimero. No entanto, tém sido
estudados diferentes polimeros para formagdo de complexos lipopolimero [101. Alguns
exemplos sdo descritos de seguida.

Os lipopolimeros baseados em polimeros vinilicos, como por exemplo, o poli(vinil
pirrolidona) (PVP) que é um polimero solivel em &gua, quimicamente estavel, ndo toxico e
biocompativel, quando comparado com o PEG mostra melhor estabilidade sob UV e ultrassons,
pode ser sintetizado por polimerizacdo radicalar viva. Permite um maior tempo de circulacéo
no sangue, uma diminui¢do de acumulacgéo no figado, uma eficécia protetora do polimero, que
aumenta com o seu peso molecular. Outro exemplo € o poli(alcool vinilico) (PVA), a eficiéncia
dos CPL com este polimero é cinco vezes maior do que a de lipossomas sem revestimento [10],

Os lipopolimeros baseados em poli(2-oxazolina) sdo de natureza anfifilica, sollveis
em &gua, ttm a capacidade de automontagem - materiais com a capacidade de se organizar
espontaneamente, incluindo simultaneamente técnicas de top-down e bottom-up [39] - e podem
ser sintetizadas por polimerizacdo cationica por abertura de anel. Exemplos de alguns desses
polimeros sdo o poli-(2-metil-2-oxazolina) (PMOZ) e poli-(2-etil-2-oxazolina) (PEOZ)
aquando ligados a 1,2 - Distearol-sn-glicerol-3-fosfoetalnolamina (DSPE) e quando
comparados com PEG demonstram pouca acumulacio no figado e bago [10].

Os Lipopolimeros baseados em poli(Aminoacidos) sdo atraentes devido a sua
natureza biodegradavel, reduzindo o risco de acumulacdo do polimero em varios 6rgaos.
Exemplos desses polimeros sdo o poli(acido glutamico) (PGA), o poli(hidroxietil-L-
asparagina) (PHEA) e o poli(hidroxietil-L-glutamina) (PHEG). Quando comparados com PEG,
0s ultimos possuem uma semi-vida prolongada na circulagdo sanguinea e uma baixa captacéo
pelo figado e baco, mas em contrapartida demonstram um aumento de ativacdo dos
lipopolimeros, o que pode limitar a sua utilizagéo [10],

Os lipopolimeros zwitterionicos possuem fouling ultrabaixo, pois tém pouca tendéncia
para adsorver proteinas. Estes polimeros sdo igualmente estudados como alternativa ao PEG,
sendo disso exemplo a ligacdo poli(2-tert-Butoxi-N-(2-(metacriloiloxi)etil)-N,N-dimetil-2-
oxoetanoamonio (DSPE-PCB), que demonstra boa estabilidade, resisténcia a agregacéo,

melhoramento da sua semi-vida de circulagdo. Outro exemplo € a ligagdo [N-(carboximetil)-2-
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(isobutiriloxi)-N,N-dimetiletanamonio] zwitterionico (HDAS-PCH), em que se comprovou a

sua sobrehidrofilicidade, o potencial zeta negativo, a ativacdo do complemento reduzida e o

melhoramento da persisténcia de circulacio dos lipossomas [10],

4.1.2. Formacao de lipopolimeros usando diferentes fosfolipidos

Como ja foi referido, um fosfolipido é composto por diferentes grupos (cf. Figura 4;
cap. I). Existem vérios tipos de fosfolipidos (vd. tabela 1), naturais ou sintéticos, em que varia
0 seu grupo R, tais como fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol

(PI), &cido fosfatidico (PA) e fosfatidilserina (PS) [40],
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Tabela 1 - Diferentes tipos de fosfolipidos e suas estruturas moleculares [11], [41], [42]
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Como o grupo carateristico (grupo R) de cada fosfolipido é diferente, a ligacao do lipido

ao polimero também sera diferente. Isto é, podem ser utilizados diferentes grupos para
promover reacdes com outras espécies, no caso da fosfatidilcolina, a ligacdo pode ocorrer
através do grupo [N*(CHas)s], na fosfatidiletanolamina através do grupo [NHs"], na
fosfatidilinositol através do grupo [(OH)s], no &cido fosfatidico através do grupo [OH] e na

fosfatidilserina através do grupo [NH3"COO7]. Contudo, a ligagdo entre o fosfolipido e o
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polimero vai depender da densidade eletronica do grupo pelo qual ocorre a ligacdo. Por
exemplo, pode considerar-se que a fosfotidilcolina estd mais protegida do que a
fosfatidiletanolamina e como tal, no segundo a ligagao é mais favoravel de ocorrer, por possuir

maior polaridade.

5. SISTEMA LIPIDICO

Como foi referido na secdo 2.1. (cf. cap Il), o sistema lipidico de um complexo lipido-

polimero, é constituido por fosfolipidos, mais precisamente lecitina de soja.

5.1. Lecitina de Soja

A lecitina € um constituinte maioritario da membrana celular, que permite o contato entre a
fase aquosa e os lipidos no interior e exterior da membrana. Tem propriedades emulsionantes e
é aplicavel nas areas farmacéutica, alimentar e cosmética [23. E um lipido complexo de glicerol.
Neste caso especifico, é formado por uma mistura de varios compostos, entre 0s quais

fosfolipidos, como se pode verificar na tabela 2.

Tabela 2 - Constituicéo da Lecitina de soja [41], [42]

Compostos Quantidade (%)  Férmula molecular

Fosfatidilcolina (PC) 19-21 -[CH2CH2N*(CHa)s]
Fosfatidiletanolamina (PE) 8-20 -[CH2CH2NH3"]
Fosfatidilinositol (P1) 20-21 -[HCsHs(OH)s]

Outros fosfolipidos

(e.g. Fosfatididcido — PA) 511 [H]
Oleo de soja 33-35 -
Esterois 2-5 -
Hidratos de Carbono 5 -
Humidade 1 -

Neste trabalho, foi utilizada a lecitina de soja (mistura de fosfolipidos) devido a sua
biocompatibilidade, facilidade de interacdo com as moléculas das membranas celulares, para
além dos lipossomas constituidos por este fosfolipido apresentarem dimens@es reduzidas, como

pretendido e maiores eficiéncias de encapsulagio [43]. As quantidades de fosfatidilcolina,
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fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol sdo muito semelhantes. Sendo assim, foi possivel
postular que a formacdo da ligacao lipido-polimero pode ser promovida através da interacéo
entre o grupo amina protonado [NHs*] da fosfatidiletanolamina e o grupo carboxilico [COOH]

do polimero modificado.

6. SISTEMA POLIMERICO

Polimeros sdo macromoléculas constituidas pela repeticdo de unidades designados
monomeros. Podem ser classificados em termos de origem (e.g. natural, artificial ou sintético),
estrutura (e.g. linear, ramificada ou reticulada), composicédo (e.g. homopolimero ou copolimero
aleatorio, alternado, de bloco ou de enxerto), propriedades mecénicas, mecanismo de
polimerizacdo, técnicas preparativas ou comportamento térmico (e.g. Termoplasticos,
Termoendureciveis ou Elastomeros) [38],

Neste caso de estudo serdo considerados varios polimeros (sistemas poliméricos), para
diferentes cenarios de complexos lipido-polimero. Pretende-se estudar o poli(dimetilaminoetil-
2-metacrilato), PDMAEMA, como alternativa ao PEG. Esta deciséo foi fundamentada em
trabalhos [14]. [44] realizados sobre o polimero referido, que apresenta carateristicas necessarias,

referidas posteriormente, para se atingir a finalidade do estudo.

Poli(etilenoglicol), PEG

O PEG (vd. figura 14) tem sido utilizado em grandes avancos tecnoldgicos devido a
inimeras vantagens que este possui. Destaca-se o facto de ser ndo idnico e de possuir elevada
solubilidade em meios aquosos e organicos. Possui excelente biocompatibilidade, baixa
toxicidade, imunogenicidade, antigenicidade baixa e boa cinética de excre¢do. Além disso, o
PEG pode ser sintetizado com uma vasta gama de pesos moleculares e com um baixo indice de
polidispersidade, PDI (inferior a 1,1) [10]. E considerado um dos melhores polimeros para
complexos lipido-polimero, pois permite uma longa circulagdo de nanotransportadores, com
uma circulacdo de meia-vida de 45 h em seres humanos. Acredita-se que inibe a interagdo néo-

especifica e especifica de proteinas na superficie dos lipossomas.
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Figura 14 - Estrutura molecular do PEG.

Neste caso e como se pretende a existéncia de um grupo funcional [COOH] na cadeia
polimérica do PEG, para que ocorra a ligacao pretendida, o polimero modificado utilizado foi
o poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter (vd. figura 15), que contém um grupo carboxilico em

cada terminal.

Figura 15 - Estrutura molecular do Poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter.

Poli (N,N- dimetilaminoetil metacrilato), PDMAEMA

O PDMAEMA (vd. figura 16) € uma molécula anfifilica, composta por metacrilato, um
substituinte que contém o poli(acido 2-etilacrilico), que pode conduzir a uma desestabilizacdo
dos lipossomas consoante a temperatura ou a alteragbes do pH [14]l. Devido a sua

biodegradabilidade, o PDMAEMA é muito utilizado no transporte de farmacos [45],

CH1
H4C
CH,
nCHa

Figura 16 - Estrutura molecular do PDMAEMA.

26



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

6.1. Mecanismos de Polimerizagdo

Os mecanismos de polimerizacdo, podem ser divididos em reacfes de crescimento em
cadeia ou reacdo gradual. As reacOes de crescimento em cadeia ocorrem quando o monémero
¢ ativado e a reacdo se propaga através da ativacdo de outros mondmeros. Esta reacdo
carateriza-se por ser rapida, alcancar pesos moleculares elevados, e por 0 monémero ativado
poder ser uma espécie ionica (anido ou catidao) ou um radical livre. Consiste em trés passos,
iniciacdo (formacdo de sitio reativo a partir de iniciador e monémero), propagacéo da reacéo a
partir dos centros reativos e terminagao [46-48] polimerizagéo por reagédo gradual ocorre por

etapas e geralmente, envolve a combinacdo de dois ou mais monémeros distintos. Alguns
exemplos finais dessas combinagdes sdo: poliésteres, poliamidas, policarbonatos, poliimidas,

polisiloxanos e polisulfonas.

6.1.1. Polimerizacdo Radicalar Livre (FRP)

A polimerizacdo radicalar livre consiste em trés etapas (vd. figura 17): 1) Iniciacéo,
subdividida em dissociacdo do iniciador (I-I) em duas espécies radicalares (I*), seguida da
associacdo de um monomero (M); 2) Propagacgdo, em que 0 monémero é continuamente a ser
adicionado aos radicais em crescimento; 3) Terminacdo, que pode ser de duas formas, por
combinagdo ou dismutacao; a primeira consiste na combinacéo de dois radicais ativos (IMne e
IMme) de cadeias em propagacdo e a segunda na transferéncia de eletrfes de duas cadeias em
propagacdo (IMne e IMme) [49]. Esta polimerizag&o ocorre nas cadeias reativas em crescimento
e consequentemente, obtém-se polimeros com altos pesos moleculares para baixas percentagens

de conversao e existe sempre mondmero em quantidades significativas durante todo o processo
[46-49]
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Imiciagdo: Dissociagdo: [l —21-

Associagdo: I» + M—— IM-
Propagacdo: IM» + M —pIM;*

Terminacdo: Combinagio: IMyr + Mo ——» IMptm

DismutagZo: IMy* + IM* — IMa + I

Figura 17 - Representacao esquematica da polimerizagéo radicalar livre. Adaptado de [49],

6.1.2. Polimerizagdo Radicalar Viva (LRP)

A polimerizacao radicalar viva é definida como um processo de crescimento de cadeia
onde ndo ocorrem reacdes de terminacdo, e permite a sintese de polimeros e copolimeros bem
definidos e de baixa polidispersividade através de diversas técnicas de polimerizacdo de
radicais. Esta polimerizagdo ocorre por reacdo de adi¢do sequencial com grupos terminais de
cadeia ativos, no entanto, de forma a garantir o controlo da polimerizacdo e a estreita
distribuicdo do peso molecular do polimero, € necessario que o iniciador seja completamente
consumido no inicio da reacdo e a velocidade da reacdo que conduz a formacao de espécies
ativas tem de ser igual a de formacdo de espécies dormentes, garantindo assim uma baixa

concentracdo de radicais. Nesta técnica de polimerizacdo radicalar todas as cadeias crescem ao
mesmo tempo e a uma velocidade semelhante [46-49] yma vez que a vida de um radical ativo é

pequena, a probabilidade de ocorréncia de reacdes de terminacao € baixa, o que leva ao aumento
linear do peso molecular do polimero com a conversdo e a uma baixa polidispersividade,
caracteristicas dos sistemas LRP.

Existem vérias técnicas de LRP, mas todas elas necessitam da existéncia de equilibrio
entre espécies ativas e espécies dormentes (vd. figura 18), controlando o peso molecular do
polimero. A diferenca entre elas reside na estratégia usada para obter esse equilibrio dindmico:
i) ativacdo/desativacao reversivel de radicais, onde existe o efeito de radical persistente (efeito
de auto-regulacdo), em que, inicialmente existem algumas terminacGes radical-radical e,
consequentemente, aumenta a quantidade da espécie desativadora em comparagdo com a
guantidade de radicais em crescimento, deslocando o equilibrio dindmico no sentido das
espéecies dormentes, ndo necessitando de um iniciador de radical, visto que os radicais de

propagacdo sdo produzidos na etapa de ativagdo. A Polimerizacdo Radicalar por Transferéncia
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Atomica (ATRP) e a Polimerizacdo Radicalar Livre Estdvel (SFRP) sdo regidas por este
principio; ii) processo degenerativo de transferéncia reversivel de cadeia, em que o equilibrio é
mantido por transferéncia de cadeia entre as cadeias poliméricas em crescimento e 0s agentes
de transferéncia. Neste caso é necessario um iniciador que forme radicais como € o caso da
polimerizacdo por Transferéncia de Cadeia Adi¢do-Fragmentacdo Reversivel (RAFT) e por

Transferéncia de Cadeia Degenerativa (DCT).

k

desativacio -
P— X AR P,
kal.nal;iu
Ko, J+M
Espécies Espécies

Dormentes Ativas

Figura 18 - Equilibrio entre espécies dormentes e ativas. Adaptado de [49],

Neste trabalho foi selecionada a polimerizagéo radicalar viva por ATRP uma vez que se
trata de um método simples e versétil, pelo que sera a Unica técnica de LRP descrita em maior

pormenor.

6.1.2.1. ATRP

A técnica ATRP envolve um metal de transicdo (Mt"), que pode aumentar o0 seu himero
de oxidagdo, um ligante (L) e um iniciador (haleto de alquilo). O complexo de metal de
transicdo (Mt"/L) transfere um atomo halogenado (X) a um complexo de propagacdo
macroradical. O ligante forma um complexo com o elemento metalico e dissolve o catalisador
no solvente. A reacdo inicia-se pela ativacdo da cadeia halogenada (Pn-X), através da abstracdo
do halogénio pelo centro metélico (M¢"/L) formando uma espécie iniciadora de radical (Pne) e
um complexo metalico oxidado (M"**/L), desativador (vd. figura 19). Posteriormente, a espécie
iniciadora de radical adiciona-se a um mondmero ou reage com o complexo metalico de maior
estado de oxidacdo, levando a formacdo de espécies dormentes [49]. Quanto mais rapido o
equilibrio termodindmico, maior o controlo do peso molecular do polimero durante a reagéo.
Através do equilibrio redox a polimerizacao € controlada e este é deslocado para as espécies
dormentes, 0 que consequentemente, impede que ocorram reagdes de terminagao de radical,
formando radicais ativos de baixa concentra¢do. Devido as vantagens do cobre (barato, muito

reativo e facil de manusear), foi o material escolhido como catalisador neste estudo.
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Figura 19 - Equilibrio quimico ATRP. Adaptado de [49].
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I1l. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAIS

Os compostos utilizados para a realizacdo deste estudo experimental resumem-se a
sequir: N,N — diciclohexilcarbodiimida, DCDI (Sigma — Aldrich; Sintra, Portugal; 99%);
cloroférmio, CF (VWR, Chemicals; France; 99,3%); poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter,
COOH-PEG-COOH (Sigma — Aldrich; Sintra, Portugal; Mn 600); lecitina, LC (Acros
Organics; New Jersey, USA,; granular; Mw 750); &cido glicélico, GA (Sigma — Aldrich; Sintra,
Portugal; 98%); brometo de 2-bromoisobutirato, 2-BiB (Alfa Aesar; Karlsruhe, Germany;
97%); n-hexano (VWR, Chemicals; France; 96%); n-pentametildietilenetriamina, PMDETA
(Alfa Aesar; Karlsruhe, Germany; 98%); tetrahidrofurano, THF (VWR Chemicals; France;
99,6%); N-(3 —dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiiminahidrocloreto, EDCI (Sigma - Aldrich;
Sintra, Portugal; 98%); acido 2-bromo-2-metilpropionico, Br-MPA (Sigma — Aldrich; Sintra,
Portugal; 98%), dimetilformamida, DMF (Fisher Chemical; UK; 99,92%), Triton X-100 (Sigma
— Aldrich; Sintra, Portugal) e cloroférmio deuterado, CDClIz (Sigma - Aldrich; Sintra, Portugal;
99,8%) foram utilizados como adquiridos. O CuBr () (Sigma - Aldrich; Sintra, Portugal) foi
purificado com acetona, Ac (VWR, Chemicals; France; 100%) e &cido acético glacial (VWR,
Chemicals; France; Mw 60,05) antes de ser usado para a polimerizacdo. A trietilamina, TEA
(Merck; Darmstadt, Germany; 99%) e o diclorometano (VWR, Chemicals; France; 100%)
foram previamente destilados antes de utilizados. O 4-(dimetilamino)piridina, DMAP (Merck;
Darmstadt, Germany; 99%) foi previamente recristalizado em tolueno antes de ser utilizado. O
2-(dimetilaminoetil)metacrilato, DMAEMA (Merck; Darmstadt, Germany; 99%) foi purificado
em colunas de silica-alumina antes de ser utilizado nas polimerizacdes, para remo¢do dos
estabilizantes. A solucdo de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico, HEPES
(Fisher Scientific; Fair Lawn, New Jersey) a 50 mM, em agua MilliQ, foi previamente
preparada e o seu pH foi neutralizado com hidroxido de so6dio, NaOH (Chem-Lab NV,
Zedelgem, Belgium) ou é&cido cloridrico, HCI (AppliChem Panreac ITW Companies;
Germany). A solucéo de Fluorexon calcein (Acros Organics; New Jersey, USA) a 60 mM em
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HEPES foi previamente preparada e o seu pH foi neutralizado com hidroxido de sodio, NaOH
ou acido cloridrico, HCI. O colesterol-Br, CHO-Br foi sintetizado em laboratorio através da

esterificacdo do colesterol (Alfa Aesar; Karlsruhe, Germany; 95%).

2. EQUIPAMENTOS

A lista de equipamentos usados para a realizacdo deste estudo resume-se a seguir: A
balanca de precisdo (Sartorius — Entris), Vortex (Barnstead — Thermolyne), evaporador rotativo
(Budhi Rotavapor R-114 — Rotoquimica), incubadora (Laboshake — Gerhardt), centrifuga
(Rotofix 32 A — Hettich, Zentrifugen), liofilizador (Snjders Scientific — Lilburg Holland),
liofilizador (Alpha 1-2 LD plus — Christ), estufa de vacuo (Vacucell - MMM Group), estufa
(Venticell - MMM Group), estufa (WTBbinder — Tuttlingen, Germany), incubadora (Orbital
Incubator — Stuart), medidor de pH (inoLab ~-WTW), centrifuga (Universal 32 — Hettich —
Zentrifugen), espetrofotdmetro (Jasco V-550 — UV/VIS Spectrophotometer), GPC (Viscotek,
GPC max — VE 2001 GPC Solvente/Sample module), espetrometro RMN (Bruker Avance Il1
de 400 MHz), espetroscopio FTIR (Jasco FT/IR — 4200), DLS (Zetasizer Nano ZS — Malvern
Instruments), espetrofluorimetro (ScanSci, Ocean Optics, Quantum Northwest) e microscépio
eletronico de transmissdo (JEOL JEM 1400).

3. TECNICAS

3.1. Cromatografia de Permeacéo de Gel (GPC)

A Cromatografia de Permeacéo de Gel (GPC) permite avaliar e quantificar a distribuicdo
de pesos moleculares, tanto numéricos (Mn), como ponderais (My), assim como a
polidispersividade dos polimeros. Esta técnica consiste na separacdo de moléculas com base no
seu raio/volume hidrodinamico [30]. [51]. Neste trabalho recorreu-se a um equipamento Viscotek

(GPCmax VE2001), em que foi utilizada a cromatografia de elevado desempenho de excluséo
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de tamanho, HPSEC, com detecédo do indice de refracdo, RI. A analise das amostras foi feita a
60 °C em DMF com 0,3% de brometo de litio, LiBr. As amostras previamente purificadas e
dissolvidas em DMF sdo injetadas e de seguida passam numa coluna porosa de material
polimérico reticulado, onde sdo separadas de acordo com o seu volume. As particulas mais
pequenas tém dificuldade em entrar nos poros da coluna, por isso s&0 momentaneamente
removidas do fluxo principal de solvente e necessitam de mais tempo para atravessar a coluna.
As particulas passam por diferentes detetores, em que a dimensdo da analise depende do tipo e
namero de detetores e das calibracBes e célculos utilizados para determinar os parametros
pretendidos. O caudal de DMF é mantido a 1 mL/min por auxilio de uma bomba de
cromatografia liquida de alta performance, HPLC. Os resultados sdo analisados através do
software OmniSEC e de uma curva de calibracdo obtida por padrées de polimero (PMMA), de

peso molecular conhecido e polidispersividade baixa [49]. [52].

3.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Espetroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permite fazer estudos nédo
destrutivos e quantitativos de moléculas em solugédo, em estado solido e em fluidos bioldgicos
[53]. No caso de solucdes, sdo geralmente usados solventes deuterados, neste trabalho foi
utilizado cloroférmio deuterado. Esta técnica permite determinar a estrutura e composicéo
quimicas das moléculas. Para se obter um espetro RMN, uma amostra é colocada num campo
magnético de um espetrometro, na qual incide um campo de radiofrequéncia, rf. Conforme se
aumenta o campo magnético, deteta-se a excitacdo dos nucleos, resultando numa absorcao de
energia no campo de radiofrequéncias. O espetrometro RMN ao detetar esses sinais apresenta-
os como um grafico de voltagem induzida versus varrimento do campo magnético [49]. Neste
trabalho foi utilizado um Espetrometro Bruker Avance Il de 400 MHz e os espetros obtidos

foram analisados com base no software MestRenova®.

3.3. Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

A espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total

atenuada (FTIR-ATR) é essencial para caraterizar e analisar diversos tipos de substancias, tendo
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a capacidade de obter espetros a partir de uma ampla diversidade de solidos, liquidos e gases.
Consequentemente, permite identificar materiais desconhecidos, determinar a qualidade ou a
consisténcia de uma amostra e determinar os componentes de uma mistura. Os espetros sao
obtidos através da transmissdo de radiacdo infravermelha diretamente na amostra. Uma parte
da radiacéo é absorvida pela amostra, enquanto a outra € transmitida por esta, criando assim
uma “impressdo digital” da amostra, espetros de absorvancia e/ou de transmitancia.
Posteriormente, a identificacdo dos picos dos espetros baseia-se na Lei de Beer e no método
dos minimos quadrados, por comparagio de composicdes e concentragdes conhecidas [54]. [55],
Neste trabalho experimental foi utilizado o equipamento FT/IR-4200 da Jasco Analytical
Instruments, com o auxilio do software Spectra Manager. Este tipo de anélise torna-se vantajosa
porque para além de so6 se precisar de cerca de 5-10 mg de amostra para se realizar a andlise, esta

pode ser recuperada no fim, visto ndo ser degradada durante a analise.

3.4. Disperséo de Luz Dinamica (DLYS)

A técnica DLS permite determinar o tamanho, a polidispersividade, o potencial zeta, a
viscosidade e a viscoelasticidade, de particulas com diametros entre 0,3 nm e 10um. Esta
técnica utiliza o sistema Non-Invasive Voltar Scatter (NIBS) que maximiza a detecdo da luz
dispersa. Mede a difusdo de particulas que se movem segundo 0 movimento browniano, e
converte-a numa distribui¢do de tamanhos, recorrendo a relacédo de Stokes-Einstein. Para medir
0 potencial zeta, 0 equipamento recorre a técnica Laser Doppler Micro-electrophoresis (LDM),
que mede pesos moleculares abaixo de 980 Da e ao método, Phase Analysis Light Scattering
(M3-PALS), que mede a velocidade das particulas sob um campo elétrico, permitindo calcular
a mobilidade eletroforética correspondente a um determinado valor de potencial zeta [56], [57],
Neste trabalho experimental foi utilizado um Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments, que
permite analisar os parametros (tamanhos, potencial zeta e polidispersividade dos lipossomas) a

diferentes temperaturas (neste caso, a 37°C).
3.5. Espetrofluorimetria
A Espetrofluorimetria ou Espetroscopia de Fluorescéncia tem vantagens que acentuam o

seu uso, como a sensibilidade, a especificidade das caracteristicas da fluorescéncia dado ao

microambiente da molécula emissora e a capacidade de fornecer informacdo temporal e
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espacial. A fluorescéncia de uma amostra é obtida através de espetros de absorcdo que
representam a intensidade da luz emitida em funcdo dos comprimentos de onda medidos,
usando a Lei de Beer-Lambert [58]. [59]. Através de uma fibra 6tica, o feixe de luz incide na
amostra, enquanto uma segunda fibra o6tica leva a luz emitida pelo mesmo ao espetrofluorimetro
[60]. Com base na selecdo do comprimento de onda de excitacio da substancia a analisar, o
equipamento fornece a intensidade de luz emitida em fungéo do tempo e consequentemente,
sdo tracados os perfis de libertacdo e calculada a eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos. Neste
trabalho, utilizou-se a espetrofluorimetria para se obter os perfis de libertacdo dos lipossomas
e 0 equipamento utilizado é constituido por uma unidade ScanSpec Fluorescence — VIS da
ScanSci, uma fonte de luz DH-2000 da Ocean Optics, um suporte de cuvetes com duas fibras
6ticas, numa configuracéo a 90°, e um controlador de temperatura da Quantum Northwest [61]

e 0s espetros obtidos foram processados pelo software SpectraScan.

3.6. Microscopia Eletrénica de Transmissédo (TEM)

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo, TEM, envolve um feixe de eletrbes que
interage com a amostra a medida que passa através da espessura da mesma. Produz uma imagem
da totalidade do objeto, incluindo a superficie e a estrutura interna, permitindo a obtencédo de
uma imagem com maior resolugdo. As amostras sdo colocadas em grelhas com um revestimento
de carbono para que a luz seja capaz de as atravessar. Numa coluna sob vacuo, um feixe de eletrdes
condensado por uma lente condensadora, incide sobre a amostra. Ao atravessar a amostra, 0s
eletrbes sao desviados uns mais do que outros e o feixe com os desvios é dispersado pela lente.
Seguidamente, a imagem é projetada sobre um ecrd fluorescente, emitindo fotbes e
consequentemente possibilitando a visualizagdo da imagem das substancias analisadas que
posteriormente serdo digitalizadas em computador [62]. Neste trabalho, utilizou-se o microscopio
eletronico de transmisséo para se observar a morfologia dos lipossomas e o equipamento utilizado
foi 0 JEOL JEM 1400, com uma camara da Gatan SC1000 OriusTM CCD.
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4, PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Numa primeira fase, foram preparados lipossomas apenas com os lipopolimeros
sintetizados com COOH-PEG-COOH. Estes foram obtidos através da hidratacdo dos
lipopolimeros lecitina-PEG-COOH pela adi¢do de uma solugdo tampdao de HEPES (vd. figura
20).

Lipopolimero
Lecitina-PEG-COOH

y

Figura 20 - Representagdo esquematica da producéo de lipossomas com o lipopolimero Lecitina-PEG-COOH.

+ Solugdd Tampdd
HEPES

+* = Polimero: PEG-COOH

Numa segunda fase e devido as dificuldades que surgiram na sintese de polimeros de
PDMAEMA modificados, os lipossomas foram obtidos através da hidratacdo pela adi¢do de
uma solucdo tampdo de HEPES, aos lipopolimeros lecitina-PEG-COOH com CHO-
PDMAEMA a diferentes concentragdes (vd. figura 21).

Lipopolimero
Lecitina-PEG-COOH
+ CHO-FDMAEMA

y s

ol ko

+ Solugdo Tamp
HEPES

~ - CHO - PDALAEN A
- Polimero: FEG-O0OH

Figura 21 - Representagdo esquematica da producdo de lipossomas com Lecitina-PEG-COOH e CHO-PDMAEMA.
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4.1. Preparacao de Lipopolimeros com COOH-PEG-COOH

A sintese de lecitina-PEG-COOH realizou-se através da reacdo entre o
poli(etilenoglicol)bis(carboximetil)éter e a lecitina de soja — coupling carbodiimidas (vd. figura
22). Na figura 22, apenas se observa 0 mecanismo esquematico da reacao, visto que esta foi
realizada por dois procedimentos diferentes e as condicdes (e.g. tempo de reagédo, temperatura,

carbodiimidas, solvente) ndo foram iguais em ambos, como sera descrito de seguida [63-65]

Hz Hz Q EDCI Diclorometano ou CF .
HO-EC/C-EO/C-HC/O-EC;CHOH + on T—hb- Acyl isourea (_... N- Acyl urea )
K ambiente
0 Hy M DCDI
H
(0] \
gi Pegt2, _N-H
Hp  Hy Hy Hy M g dg© s CH 'H
H,C C C .C
*TCHy ™CHy TCH CH TCHp TCHp O
]
H3CH‘C,CH2\C CHZ‘C'CHZ“C CH; _ CHa ALy LHe
Hy Hy Hy Hy Hy M
H, 0 NH gz gz o g
C B ~CHy _NH_ -
Hy Hs Hy Hs Ho 0 fHO/CI)- o] 2 (I:I/ 0~ xﬁ/ HS/ OH
Hi . C c._ C €. _CH 0 ,
TCH, ey TCH TCH  TCHy TCHp 0T
1]
HBC‘-\C CHZ\CfCH%c-CHZ CHp 2. e CHp

Figura 22 - Representacao esquematica da sintese de Lecitina-PEG-COOH.

4.1.1. Sintese de Lecitina-PEG-COOH: Alternativa |

Recorrendo a literatura [20] e de forma a ser possivel a analise e comparacéo de resultados,
foram feitas duas reagdes em simultaneo, com diferentes quantidades de reagentes envolvidos.
As reaces basearam-se em quantidades estabelecidas na literatura [20], e as outras reagdes
naquelas quantidades multiplicadas por um fator de 10. Foram ainda feitas rea¢fes com
diferentes tempos de reacdo (com uma duracdo de 7 dias, de 3 dias e de um dia e meio).
Inicialmente, foi pesada uma solucdo de DCDI (5,7 mM), a qual se juntaram 50 ml de
cloroformio. Num baldo de fundo redondo de 100 ml foi introduzido um agitador magnético,

ao qual se juntou a mistura referida no passo anterior, e, posteriormente, adicionada uma
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solugcdo de COOH-PEG-COOH (0,57 mM). De seguida, o baldo foi colocado numa placa de
aquecimento durante 4 horas, sob agitacéo.

Foi pesada uma solucdo de LC (0,3 mM), a qual se juntou 10 ml de cloroférmio.
Posteriormente, foi introduzida uma solu¢do de TEA (1 mM). Por fim, esta solucdo foi
adicionada a descrita no pardgrafo anterior e colocada na incubadora a 25°C, durante 7
dias/3dias/1 dia e meio. De forma a purificar a solucdo obtida, foram usadas colunas de silica-
alumina. Para ser possivel a evaporacdo do cloroférmio ainda existente em solucdo, foi
necessario a utilizacdo do evaporador rotativo. O aspeto final do lipopolimero pode ser descrito
como um solido branco viscoso. Para comprovar que a sintese realmente ocorreu, 0
lipopolimero foi analisado por H-RMN e FTIR-ATR (cf. figuras 38-54; Apéndice A).

4.1.2. Sintese de Lecitina-PEG-COOH: Alternativa Il

Como o procedimento anterior tinha um tempo de reacdo muito elevado (7 dias) foi
realizada uma alternativa ao procedimento anteriormente descrito, com diferentes
concentracbes de reagentes e tempo de reacdo também diferente, adaptado de [66]. O
procedimento da alternativa Il descreve-se de seguida.

Num Erlenmyer de 50 ml, foi adicionada de LC (1 mM) com EDCI (1,5 mM), com TEA
(1,35 mM), em 20 ml diclorometano e COOH-PEG-COOH (1 mM) a 0°C. De seguida, a
solucdo foi agitada durante 3 horas, a temperatura ambiente. Por fim, foi dializada® durante 5
dias, foi congelada e posteriormente liofilizada?, obtendo-se um sélido amarelo viscoso. Para
comprovar que a sintese realmente ocorreu, o lipopolimero foi analisado por H-RMN e FTIR-
ATR (cf. figuras 55-59; Apéndice B).

1 A dialise por membrana é um processo em que as moléculas sdo separadas através de uma membrana

semipermeavel, seletiva ao peso molecular das particulas [83],
2 A liofilizac8o é uma técnica de secagem que promove a remocdo da agua por sublimacéo. Isto é, o
material é congelado e submetido a baixas pressdes. De seguida, em cadmaras herméticas o ar é removido

por bombas de alto vacuo, ocorrendo a sublimacao (84].
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4.2. Preparacao de Lipopolimeros com PDMAEMA

Para a realizacdo de sinteses de polimeros de PDMAEMA modificados, através da
polimerizacéo radicalar por transferéncia atomica, ATRP, utilizaram-se diferentes iniciadores
(vd. tabela 3).

Tabela 3 - Diferentes iniciadores utilizados na sintese de polimeros de PDMAEMA modificados.

Iniciadores
Acido glicélico-2- Acido 2-bromo-2-
- - - -7 - CHO-Br
bromoisobutirato metilpropionico
CH.
Hz ﬁ CH; Br H:ﬁ 9 HBC\(': ) o
*‘0\,\/5\,\/"\%/5' \C/C\OH B g HE, s Mo
¢ O T | fo) L/CH By /C‘HC/ 3
(o) CH C (& N
CH; HBC Hyp H, CH,

4.2.1. Sintese do iniciador &cido glicélico-2-bromoisobutirato

A sintese do iniciador acido glicélico-2-bromoisobutirato foi feita por esterificacao de

acido glicolico com etil a-bromoisobutirato (vd. figura 23).
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Figura 23 - Representagdo esquematica da esterificagdo do acido glicélico.

Num baldo de fundo redondo de 500 ml com trés tubuladuras, condensador, agitador
magnético, entrada e saida de azoto e uma ampola de adicdo, foi introduzido DMAP (7,5 mM)
recristalizado em tolueno, TEA (5 mM), previamente destilada a vacuo e 10 ml de
diclorometano destilado, num banho a 0°C. De seguida, foram adicionados novamente gota-a-
gota 10 ml de diclorometano e também adicionado, gota-a-gota, 2-BiBB (12,5 mM), tornando
a solucéo resultante amarela. Por fim, foram adicionados gota-a-gota e o mais lentamente
possivel, 50 ml de diclorometano com GA (2,5 mM) dissolvido. A reacdo decorreu sob agitacdo

durante 24h, em atmosfera inerte e a 28°C, obtendo-se um liquido transltcido acastanhado.
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E necessério que a reagio ocorra com uma entrada e saida continua de azoto de forma a
garantir uma atmosfera inerte, no interior do baldo. No fim, a ampola foi retirada, o baldo
isolado e a entrada e saida de azoto removidas.

A solucdo obtida foi transferida para um baldo de fundo redondo para evaporar (num
evaporador rotativo) cerca de metade do diclorometano. De seguida, o iniciador foi purificado
em colunas de silica-alumina, precipitado gota-a-gota numa solucdo de n-hexano, filtrado e
colocada na estufa a 30°C, durante 24h, sob vacuo, obtendo-se um soélido branco. Para
comprovar que a sintese realmente ocorreu, o iniciador foi analisado por H-RMN e FTIR-ATR
(cf. figura 60; Apéndice C).

4.2.2. Sintese de COOH-PDMAEMA e CHO-PDMAEMA

As sinteses dos polimeros de PDMAEMA modificados (vd. figuras 24 a 26) foram
anélogas e realizadas com os trés iniciadores diferentes (vd. tabela 3) referidos anteriormente.
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Figura 24 - Representagdo esquematica da sintese de COOH-PDMAEMA-Br com o acido glicdlico-2-bromoisobutirato.
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Figura 25 - Representacdo esquematica da sintese de COOH-PDMAEMA-Br com o &cido 2-bromo-2-metilpropionico.
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Figura 26 - Representacao esquemética da sintese de COOH-PDMAEMA-Br com o CHO-Br.

Para a sintese dos polimeros de PDMAEMA modificados foram adicionados cada
iniciador num reator Schlenk na proporcao (0,41 mM) e o DMAEMA (12,7 mM).

Depois de congelar a mistura com recurso a azoto liquido foi adicionada ao reator o
CuBr (1) (0,41 mM) e PMDETA (0,82 mM) em 2,14 ml de THF, homogeneizada com o auxilio
de um vortex. O contetdo do reator foi novamente congelado e posteriormente preenchido com
azoto antes e depois da sua desgaseificacdo. Posteriormente, o reator foi colocado numa placa de
aquecimento a 60°C, durante 24 horas. No fim da polimerizacéo, juntou-se a mistura reacional
THF e foi purificada a solucdo obtida em colunas de silica-alumina. Para comprovar que as
sinteses realmente ocorreram, os pardmetros dos polimeros foram analisados por GPC (cf.
tabelas 4 e 5; cap. IV). O polimero obtido com o iniciador CHO-Br, foi purificado através de
dialise por membrana e posteriormente liofilizado. O produto obtido pode ser caraterizado
como um pé branco. Para comprovar que a sintese realmente ocorreu, 0os pardmetros do

polimero foram analisados por GPC (cf, tabela 6; cap. IV) e FTIR (cf. figura 61; Apéndice D).

4.3. Preparacéo de lipossomas

4.3.1. Preparacgéo de lipossomas convencionais

Para preparar os lipossomas convencionais foi introduzida num tubo de ensaio com
aproximadamente 1 cm de diametro, 100 pl uma solucédo de lecitina dissolvida em cloroférmio
(4 mg/ml). De seguida, com o auxilio de ar comprimido, o cloroférmio foi evaporado obtendo-
se um filme fino de lipido no fundo de cada tubo de ensaio. Posteriormente, os filmes foram
hidratados com tampao HEPES (50 mM, pH=7) e 3 esferas de vidro (D = 3mm). Por fim, a
mistura foi agitada com o auxilio de um vortex e colocada numa incubadora a 37°C durante 15

horas [34].
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4.3.2. Preparagédo de lipossomas com o lipopolimero Lecitina-PEG-COOH

O procedimento de preparacdo dos lipossomas foi semelhante ao anterior, a excecéo da
solucdo a adicionar, solucdo do lipopolimero lecitina-PEG-COOH dissolvida em cloroférmio

(8mg/ml), ao invés de lecitina dissolvida em cloroférmio [341.

4.3.3. Preparagédo de lipossomas com o lipopolimero Lecitina-PEG-COOH
com incorporacdo de CHO-PDMAEMA

O procedimento de preparacéo dos lipossomas foi semelhante aos anteriores, a excecao
de que para além de se adicionar uma solucdo do lipopolimero lecitina-PEG-COOH dissolvida
em cloroformio (8 mg/ml), também se adiciona em simultdneo a diferentes concentracoes
(nomeadamente 2,5%, 5% e 10%) uma solucdo de CHO-PDMAEMA dissolvida em

cloroférmio (2 mg/ml) [34],

4.3.4. Preparacdo de lipossomas com o lipopolimero Lecitina-PEG-COOH

com incorporacdo de CHO

O procedimento de preparacdo dos lipossomas foi semelhante aos anteriores, a excecao
de que para além de se adicionar uma solucéo do lipopolimero lecitina-PEG-COOH dissolvida
em cloroférmio (8 mg/ml), também se adiciona em simultdneo a diferentes concentracfes
(nomeadamente 2,5%, 5% e 10%) uma solu¢do de CHO dissolvida em cloroférmio (0,125
mg/ml) [34].

Numa cuvette foi introduzido 1 ml de tampdo HEPES (50 mM, pH=7) ao qual se
adicionaram 200 ul de amostra, depois de homogeneizada com o auxilio do vortex. De seguida,
foram analisadas todas as amostras no DLS, de modo a determinar o seu tamanho e
polidispersividade. No caso da determinacdo do potencial zeta, as amostras utilizadas na
determinacdo do tamanho e polidispersividade, foram homogeneizadas com o auxilio de uma

pipeta e introduzidas em capillary zeta cells.
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4.4, Encapsulacéo dos calceina nos lipossomas

Nos estudos de encapsulacdo e libertagdo dos lipossomas foi utilizada calceina
(C30H26N2013) como molécula fluorescente. Os filmes de lipido/lipopolimero com e sem
PDMAEMA foram preparados como anteriormente descrito e hidratados com uma solucédo de
calceina a 60 mM e 3 esferas de vidro (D = 3mm). Depois de agitadas com o auxilio de um
vortex, as amostras de lipossomas foram colocadas numa incubadora, protegidas da luz a 37°C,
durante 15 horas.

Depois de retiradas da incubadora as amostras foram sujeitas a 3 ciclos de lavagem com
tampdo HEPES, por centrifugacdo, durante 20 minutos e a 8000 rpm, de forma a remover a
calceina ndo encapsulada. No final, foram hidratados com tampao HEPES (50 mM, pH=7).

De seguida, numa cuvette foi introduzido 1 ml de tamp&o HEPES (50 mM, pH=7), ao
qual se adicionou 10 ul de amostra. Com o auxilio de um espetrofluorimetro foram feitas
leituras dos lipossomas e CPLs encapsulados com calceina ao longo do tempo e ap06s o seu

colapso através da adicdo de 20 pl de triton X-100.

4.5. Formulacéo de lipossomas para determinacdo da concentracdo de

lipidos

Para determinar a concentracdo de lipidos, os lipossomas e os CPL foram preparados
como anteriormente descrito (secdo 4.3). Foi utilizado um espetrofotometro e um kit de
fosfolipidos CHO-POD, Enzymatic colorimetric da Spinreac. O procedimento seguido foi

disponibilizado pelo préprio kit e encontra-se descrito no Apéndice E.

4.6. Preparacdo de CPL para avaliacdo da morfologia

Para determinar a estabilidade morfoldgica, os lipossomas e CPL foram preparados como
anteriormente descrito (secdo 4.3). Posteriormente, a amostra foi colocada numa grelha de
carbono e o excesso da amostra foi retirado por um papel de filtro. Por fim, foi adicionada aos
mesmos, uma solucéo de uranilo. Depois de retirado o excesso da solucéo de uranilo por um

papel de filtro, as amostras foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao (TEM)
(671,
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4.7. Preparacao de CPL para testes de conservacao

Para determinar melhor forma de conservacédo, os lipossomas e CPL foram preparados
como anteriormente descrito (secdo 4.3) e armazenados durante 31 dias por duas formas

diferentes: no congelador (-18°C) e a temperatura ambiente (=~ 25°C) depois de liofilizadas.
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IV. RESULTADOSE DISCUSSAO

1. SINTESE DE LIPOPOLIMEROS coOM COOH-PEG-COOH

Para a sintese dos lipopolimeros com COOH-PEG-COOH seguiram-se 0s procedimentos
descritos no capitulo anterior, mediante a reacdo entre um dos grupos carboxilicos [COOH] do

polimero de PEG modificado e o grupo [NHs*] da lecitina de soja (coupling carbodiimidas),
resultando uma amida secundéria [R-C(O)-NH-R] [63-65] N entanto pode também ocorrer uma

recdo paralela com a formacdo de N- Acyl urea e como tal, sdo utilizados solventes com

constantes dielétricas baixas, como o cloroférmio e o diclorometano, que retardam ou impedem

esta mesma reagéo [63-65] (cf. figura 22; cap. IlI).

1.1. Lecitina-PEG-COOH: Alternativa |

Para a sintese do lipopolimero LC-PEG-COOH foram realizados varios ensaios com
diferentes quantidades dos compostos e diferentes duracfes de reacdo, o que torna possivel
avaliar o efeito de escala nas reacdes em estudo e o efeito do tempo de reacao.

A caracterizacao espetroscopica por FTIR de todas as reac6es descritas anteriormente e por
RMN de reacdes com duracéo de 7 dias permitiu ajuizar sobre o sucesso das sinteses (vd. figuras
38-54; Apéndice A). Apesar de as reacdes 1-7 (com tempos de reagdo de 7 dias) partirem de
quantidades diferentes de reagentes, foi possivel confirmar pela analise dos espetros de RMN
(vd. figura 27) resultados concordantes nos varios casos. Em todos eles se observam dois sinais
de absorcdes de protdes do lipopolimero lecitina-PEG-COOH. Os sinais a 6=3,4 ppm e 6=4,1
ppm sdo referentes ao protdo -H. do grupo —C(0)-NH-C-H2 e CH,-COOH, respetivamente, da

cadeia do lipopolimero [68-73]

45



V. RESULTADOS E DISCUSSAO

\I
H"UJ_‘

T v T - T - T - T - T - T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T - T - T v T v T v T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

0 3.5
1 (ppm)

Figura 27 - Espetro de RMN em CDCI3 da reacéo de Lecitina-PEG-COOH.

A anélise dos espetros FTIR (vd. figura 28) conduz a conclusfes semelhantes relativamente
ao sucesso da sintese. Apesar de as reacGes ndo possuirem a mesma duragdo nem as mesmas
guantidades de reagentes, todos os espetros exibem picos que comprovam a formacdo da
ligagéo pretendida da lecitina-PEG-COOH. As atribui¢fes mais relevantes séo: C=N a 2150
cm? (devido a carbodiimida que n&o reagiu), de C=0 a 1700 cm™, de C-N a 1500 cm™ e o
dupleto NH a 1650 cm™, sendo este Gltimo considerado o pico de maior relevancia para

comprovar a ocorréncia da sintese. Estes resultados sdo consistentes com o que € descrito na
literatura ["477]. No entanto, as reacOes com duracdo de 3 dias (reacdes 8 e 9) e 1 dia e meio

(reacbes 10 e 11) ndo, revelaram-se incompletas visto que o aspeto do produto final se
diferenciava dos restantes, caraterizadas por um solido viscoso branco homogéneo. Nas reacGes
8, 9, 10 e 11 era visivel um produto com duas fases ndo homogéneas, uma na forma de um
liquido muito viscoso branco e a outra na de um liquido transparente. As reacdes envolvem
espécies sensiveis - fosfolipidos — e tenderdo a ser lentas, o que explica que o0 menor tempo de

reacao testado ndo tenha sido suficiente para que 0s compostos reagissem na totalidade.
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Figura 28 - Espetro FTIR de transmitancia da reacéo Lecitina-PEG-COOH.

1.2. Lecitina-PEG-COOH: Alternativa Il

De modo a conseguir analisar e verificar os resultados da sintese anterior com um tempo de
reagdo menos extenso e um procedimento diferente, foi realizada uma alternativa a essa sintese,
com base em quantidades estabelecidas na literatura [66] .

A semelhanca do caso anterior, a caracterizacdo espetroscopica, por FTIR e por RMN
permitiu ajuizar sobre o sucesso das sinteses (vd. figuras 55-59; Apéndice B). A anélise do
espetro de RMN (vd. figura 29) revela um sinal devido aos protdes do lipopolimero lecitina-

PEG-COOH, especificamente o sinal a 6=3,4 ppm referente ao -H> do grupo —C(O)-NH-C-H>

da cadeia do lipopolimero. Esta atribuicdo encontra suporte na literatura [68-73]
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Figura 29 - Espetro de RMN em CDCI3 da reacéo de Lecitina-PEG-COOH.

Os resultados de FTIR (vd. figura 30) exibem picos que comprovam a formacao pretendida
do lipopolimero lecitina-PEG-COOH, designadamente os que correspondem as seguintes
atribuicbes: C=0O a 1700 cm?, C-N a 1500 cm?! e o dupleto NH a
1650 cm®, sendo este Gltimo, como se disse, 0 pico de maior relevancia para comprovar a

ocorréncia da sintese de lecitina-PEG-COOH 471 Cabe no entanto dizer que os resultados

FTIR correspondentes ao produto da reacdo 2 (réplica da reacdo) ndo se mostraram

concordantes com 0s restantes, e que sugere que a sintese ndo tera sido bem sucedida.
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Figura 30 - Espetro FTIR de transmitancia da reacdo Lecitina-PEG-COOH.
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2. SINTESE DE LIPOPOLIMEROS coM PDMAEMA

Para a sintese dos lipopolimeros com PDMAEMA seguiram-se 0s procedimentos descritos

no capitulo anterior.

2.1. Iniciador esterificado a partir de acido glicélico

De forma a obter o iniciador acido glicolico-2-bromoisobutirato com o0s grupos
funcionais pretendidos, [COOH] e [Br], foi realizada a esterificacdo de acido glicélico com
brometo de 2-bromoisobutirato [14] (cf. figura 23; cap. I11). A caracterizacio espetroscopica,
por FTIR (vd. figura 31) para a reagdo permitiu avaliar o sucesso da formagdo dos grupos
funcionais [COOH] e [Br] no iniciador (vd. figura 60; Apéndice C). Pela analise do espetro
FTIR foi possivel observar 0 aparecimento de um pico a

1100 cm™* (C-Br) que sustenta o sucesso da sintese do iniciador pretendido.

CH2

C-Br

4000 2500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Iimmnern de onda {om-1)

Figura 31 - Espetro FTIR de transmiténcia para o iniciador sintetizado.

O iniciador acido glicdlico-2-bromoisobutirato foi utilizado para realizar a sintese do
PDMAEMA, cujos peso molecular e polidispersividade foram subsequentemente avaliados
(vd. tabela 4).
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Tabela 4 - Resultados do peso molecular e da dispersividade de COOH-PDMAEMA-Br.

-
M PDMAEMA-COOH teérico (D@)”  Mn,cooH-pomaEma-Br (Da) b

5099 12510 1,278

*|

M =M +DP.M (Dp=31 [14])
n,PDMAEMA-COOH,tedrico  w,iniciador w,DMAEMA

Os valores afiguram-se relativamente elevados face ao desejavel (B<1,15 [11] e
Mw~5099 Da). Estes resultados podem ser justificados pelo iniciador utilizado na sintese do
polimero. Com efeito, no final da esterificagdo do iniciador a massa obtida era muito superior
a prevista, levando a crer que o processo de purificagdo ndo terd sido eficiente. A reacdo foi
repetida alterando a quantidade de iniciador (utilizou-se o dobro), com o objetivo de diminuir
0 peso molecular da mistura reacional. No entanto, a sintese ndo ocorreu, 0 que tornou
injustificavel qualquer caracterizacdo bem como a sintese do complexo lipopolimero (lecitina-
PDMAEMA).

2.2. Iniciador &cido 2-bromo-2-metilpropionico

Para a sintese do PDMAEMA utilizou-se o iniciador acido 2-bromo-2-metilpropionico,
Br-MPA, que contém na sua estrutura os grupos terminais pretendidos, [Br] e [COOH] (cf.
tabela 3; cap. I11). O peso molecular e polidispersividade do polimero obtido estdo resumidos

na tabela 5.
Tabela 5 - Resultados do peso molecular e da dispersividade de COOH-PDMAEMA-Br.

Mn,PDMAEMA-COOH tesrico (D@)"  Mn,coor-pPomaema-ar (Da) b
5041 47423 1,225
*M =M +DP.M (Dp=31 [14]y
n,PDMAEMA-COOH,teérico  w,iniciador w,DMAEMA

Uma vez mais, os valores encontrados ficaram além do pretendido (P<1,15 [11] e
Mw~5041 Da), sugerindo a baixa eficiéncia do iniciador Br-MPA (MnppMAEMA-
cooH, tesrico/ Mn ppMAEMA-coor0, 1), 0 que pode ser justificado pelo facto de 0 halogéneo [Br] néo
estar suficientemente distanciado do grupo carboxilico [COOH], afetando o mecanismo de
polimerizacdo [78]. Foram realizadas duas réplicas da reacdo, mas igualmente sem sucesso,
circunstancia que impediu a realizacdo da sintese do complexo lipopolimero (lecitina-
PDMAEMA).
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2.3.Iniciador CHO-Br

Para obter o CHO-PDMAEMA tendo em vista a ancoragem do polimero na bicamada
lipidica (mediante o terminal hidrofébico) foi usado como iniciador o CHO-Br (cf. tabela 3;
cap. II), obtido através da esterificacdo do colesterol (CHO) com o 2-BiB. A estrutura do
iniciador contém o grupo [Br], mas ndo o grupo [COOH] como se pretendia. No entanto, optou-
se por esta alternativa visto que os resultados obtidos em trabalhos experimentais anteriores [14]
para esta sintese foram positivos e conclusivos.

Pela anélise da tabela 6, a polidispersividade obtida nas duas reacGes realizadas revelou-
se dentro da gama pretendida (©<1,15 [11]). Contudo, o resultado obtido para o peso molecular
da reacdo 1 revelou-se superior ao valor teérico (Mw=5409 Da [4]), tendo sido
significativamente mais elevado do que o valor tedrico no caso da reacdo 2. Como esta sintese
foi ja varias vezes realizada no nosso laboratorio com boa repetibilidade e valores e préximos
do tedrico, as discrepancias entretanto encontradas poderdo ter sido causadas por a utilizagdo
do catalisador CuBr (1), que poderia estar oxidado ou contaminado.

Tabela 6 - Resultados do peso molecular e da dispersividade de CHO-PDMAEMA-Br.

Reagdo  Mn,cHo-PDMAEMA tesrico (Da) [14]  Mn,cro-PoMmAEMA-Br (DA) b
1 5409 8366 1,193
2 5409 14104 1,037

A caracterizacdo por FTIR (vd. figura 32) permitiu avaliar o sucesso da reacdo CHO-
PDMAEMA-Br (vd. figura 61; Apéndice D). Os picos de CH:N(CHz), a

1800 cm™ e o pico C-Br a 1100 cm?, atestam-no a luz do que é descrito na literatura [11]. [79],
(801,
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Figura 32 - Espetro FTIR de transmiténcia para a sintese da reagdo CHO-PDMAEMA.

3. PREPARACAO DE LIPOSSOMAS E CPLs

3.1.Lipopolimero lecitina-PEG-COOH: Alternativa |
De modo a confirmar a estabilidade dos CPL de lecitina-PEG-COOH para a alternativa

I, foi feita a sua caracterizacdo em termos de tamanho, polidispersividade e potenciais zeta (vd.
tabela 7).

Tabela 7 - Tamanhos, potenciais zeta e polidispersividades dos lipossomas de base Lecitina-PEG-COOH (alternativa I).

Formulagéo 1 2" 3 4 5 6" 7
Tamanho,
390,6+27,69 454,8+95,05 579,0+¢53,18 189,8+5,03 887,7+87,67 246,3+27,67 475,5%76,09
Z-Ave (nm)
Potencial
Zeta, zP -24,5+1,17 -8,7+0,84 -20,9+1,66 -9,6+1,08 -27,7+1,61 -16,1+2,43 -19,6+0,79
(mV)
Pdi 0,444+0,08  0,439+0,06  0,495+0,04 0,198+0,02 0,687+0,03  0,254+0,09  0,452+0,04

*Reagdes com quantidades baseadas na literatura.

**Reagdes com quantidades multiplicadas por um fator de 10.
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Para as formulacdes 1, 3, 5 e 7 verifica-se que os tamanhos, potenciais zeta e a
polidispersividades dos lipossomas ndo possuem valores favoraveis. Os tamanhos dos
lipossomas s3o relativamente mais elevados do que o aceitavel (100-400nm) [11], os potenciais
zeta ndo estdo na gama de valores aceitaveis (> 30 mV e < -30 mV) [11], podendo formar
agregados, e a polidispersividade €é elevada ao contrario do  desejavel
(< 0,5) [11]. Por seu lado, nas formulacdes 2, 4 e 6, os tamanhos e a polidespersividade estio
dentro da gama aceitavel, exceto na formulacdo 2. Todavia, 0 potencial zeta sugere a

possibilidade de formacéao de agregados, que é um atributo indesejavel.

3.2.Lipopolimero lecitina-PEG-COOH: Alternativa I

Os valores resultantes de idéntico procedimento incidindo sobre o caso designado por

alternativa Il encontram-se resumidos na tabela 8.

Tabela 8 - Tamanhos, potenciais zeta e polidispersividades dos lipossomas de base Lecitina-PEG-COOH (alternativa I1).

Fomulagéo 1 2 3 4
Tamanho, 191,7411,43 721,0¢117,20 281,9+17,51 333,7+29,99
Z-Ave (nm)
Potencial Zeta, zP (mV)  -40,2+3,30 -39,7+3,40 -36,1+3,47 -36,4+3,18
Pdl 0,39540,03  0,860£0,08  0,4560,12  0,428+0,13

As formulacdes 1, 3 e 4 deram origem a formula¢Ges com tamanhos, potenciais zeta e
polidispersividades com valores aceitaveis, ao contrario da formulacdo 2, que podera néo ter
sequer ocorrido, como referido anteriormente. Em face destes resultados decidiu-se utilizar as

formulac@es 1, 3 e 4 da alternativa Il para a realizacdo de estudos posteriores.

3.3.Lipopolimero lecitina-PEG-COOH e CHO-PDMAEMA

Para avaliar a influéncia do CHO-PDMAEMA nos lipossomas das formulagdes 1, 3 e 4
da alternativa 1l, obtidos pelos lipopolimeros Lecitina-PEG-COOH, prepararam-se novas
formulacdes incorporando diferentes concentragdes (2,5%, 5% e 10%) daquele polimero. Os
resultados das medicOes de tamanhos, potencial zeta e polidispersividade estdo resumidos na
tabela 9.
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Tabela 9 - Tamanhos, potenciais zeta e polidispersividades dos lipossomas de base lecitina-PEG-COOH e CHO-

PDMAEMA.
Concentragéo
Formulacdo
2,5% 5% 10%
Tamanho, 184,6+4,30  150,6+2,64  361,6452,19
Z-Ave (nm)
1 Potencial Zeta, zP (mV) -30,2+2,84 -20,8+3,20 -3,1£2,17
Pdl 0,540+0,04  0,32410,05 0,777+0,14
Tamanho, 120.3+623  1467+12,30  854,5+155,64
Z-Ave (nm)
3 Potencial Zeta, zP (mV) -17,8+1,57 2,6+0,78 16,1+0,91
Pdl 0,374+0,03 0,566+0,08 0,658+0,11
Tamanho, 163,64341  190,9+7,28  172,3+20,04
Z-Ave (nm)
4 Potencial Zeta, zP (mV) -22,3+6,31 -11,8+1,49 10,0+5,08
Pdl 0,303+0,04  0,508+0,05 0,395+0,09

Os tamanhos dos lipossomas para as trés composicoes estdo dentro da gama de valores
aceitaveis, 100-400 nm [11], salvo raras excecdes (e.g. no caso da formulagdo 3 com 10% de
CHO-PDMAEMA). Verifica-se que quanto maior a concentracdo de CHO-PDMAEMA nos
lipossomas, menos negativos os resultados dos potenciais zeta, chegando mesmo a ser positivos
em alguns casos. Este padréo era esperado, visto que o lipopolimero que constitui os lipossomas
sem a incorporacao de CHO-PDMAEMA (vd. tabela 8) tem um carater negativo, efeito que é
contrariado pela natureza positiva do CHO-PDMAEMA, originando vesiculas globalmente
menos negativas. Também no caso da polidispersividade os valores aceitaveis medidos estao
na gama pretendida, salvo raras exce¢des (e.g. no caso da incorporacdo de 10% de CHO-
PDMAEMA nas formulagcdes 1 e 3). Conclui-se que, na gama de concentracdes estudada, a
incorporagdo de CHO-PDMAEMA nos CPL ndo influencia o seu tamanho nem a sua
polidispersividade, permitindo manter os seus valores nos niveis desejaveis (100-400 nm e Pdl
< 0,5) [11]. E provavel que o lipopolimero proporcione um “efeito barreira”, ndo impedindo
mas limitando a incorporacédo de colesterol. Os valores que escapam ao pretendido podem ser
justificados pelo facto de a lecitina ser um composto natural constituido por diferentes
fosfolipidos, de composicdo mais ou menos aleatdria. Apenas 0s que possuem o grupo NHs*
sdo modificados com 0 COOH-PEG-COOH, implicando alguma variabilidade nos CPL, e, por
consequéncia, nas suas carateristicas.

A maior consisténcia dos resultados das formulacdes 3 e 4 (vd. tabela 9) quando

comparada com a da formulagéo 1 determinou a selecdo daquelas para os estudos posteriores.
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Apesar de algumas formulagbes com 10% de CHO-PDMAEMA apresentarem tamanhos

elevados, ainda que sem um padrao definido, optou-se por continuar com a sua caracterizagéo.

3.4.Lipopolimero lecitina-PEG-COOH e CHO

De modo, a analisar a influéncia do CHO nos CPLs de lipopolimeros lecitina-PEG-
COOH, prepararam-se lipossomas incorporando na sua formulacéo, diferentes concentracoes
de CHO (2,5%, 5% e 10%) e determinaram-se 0s seus tamanhos, potenciais zeta e

polidispersividades (vd. tabela 10).

Tabela 10 - Tamanhos, potenciais zeta e polidispersividades dos lipossomas de base lecitina-PEG-COOH e CHO.

. Concentragéo
Reacéo
2,5% 5% 10%
Tamanho, 254,3+2.35  236,6+1452  253,1%3,39
Z-Ave (nm)
3 Potencial Zeta, zP (mV) -46,9+645  -434+585  -42,3+5091
Pdl 0,45740,02  0,436+0,05  0,330+0,03
Tamanho, 27184360  282.8+862  472,8+50.95
Z-Ave (nm)
4 Potencial Zeta, zP (mV) -447+545  -417+585  -37,3+361
Pdl 0,435+0,04  0,41040,08  0,499+0,45

Os tamanhos dos lipossomas para as trés concentragdes estdo dentro da gama de valores
aceitaveis. A concentracdo de CHO nos lipossomas nao influencia o potencial zeta. Como
esperado, 0s valores s&o0 mais negativos que no caso dos lipossomas com a incorporagédo de
CHO-PDMAEMA (vd. tabela 9) e semelhantes ao caso dos lipossomas constituidos por
lecitina-PEG-COOQOH. A polidispersividade apresenta valores na gama pretendida, salvo raras
excecodes, e a concentracao de CHO néo se reflete nos tamanhos nem na polidispersividade dos
CPL.

3.5.Lecitina

Foram também formulados lipossomas convencionais constituidos apenas por lecitina
de soja (vd. tabela 11) de modo a comparar as suas carateristicas com as dos lipossomas
constituidos pelo lipopolimero lecitina-PEG-COOH, com e sem a incorpora¢do de CHO-
PDMAEMA ou CHO atrés descritos.
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Tabela 11 - Tamanhos, potenciais zeta e polidispersividades dos lipossomas de lecitina.

Lecitina
Tamanho,
Z-Ave (nm) 152,8+2,31
Potencial Zeta, zP (mV) -55,3+3,48
Pdl 0,317+0,03

Os resultados para o tamanho, potencial zeta e polidispersividade dos lipossomas
convencionais foram os esperados e dentro da gama do aceitavel [11]. Em relacdo ao potencial
zeta, este € mais negativo do que os dos outros casos em confronto, e explica-se pela natureza

negativa da molécula que constitui os lipossomas convencionais (cf. figura 4; cap. II).

4. PERFIS DE LIBERTACAO

Com o auxilio de um espetrofluorimetro foram feitas leituras dos lipossomas encapsulados
com calceina a um comprimento de onda de emissdo de 515 nm, ao longo do tempo (48h [11])
e ap0ds o seu colapso por adi¢do de Triton X-100.

Recorrendo a equagéo [14]

Fluorescénciag—Fluorescénciag,

% libertacdo = x 100 (1)

Fluorescénciatwlapsado—Fluorescénciato

com:

Fluorescéncia 1 — Fluorescéncia medida no instante inicial;

Fluorescéncia + — Fluorescéncia medida em cada hora;

Fluorescéncia colapsado — Fluorescéncia medida apos rebentamento;

determinaram-se os perfis de libertacdo para cada amostra cujos resultados se apresentam na
figura 33.
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Figura 33 - Perfis de libertacdo de calceina dos CPL: (a) - Reacdo 3/2,5%; (b) - Reacdo 4/2,5%; (c) - Reacdo 3/5%; (d) -
Reacdo 4/5%; (e) - Reacdo 3/10%; (f) - Reacdo 4/10%.
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Verifica-se que os CPL da formulacdo 4 seguem um padrdo mais estavel do que os da
formulacéo 3. Apesar dos lipossomas com 2,5% e 10% de CHO da formulacdo 3 apresentarem
perfis aceitaveis, os lipossomas com 2,5%, 5% e 10% de CHO-PDMAEMA da formulacéo 4,
traduzem-se no melhor resultado visto que possuem uma percentagem de libertacdo menor que
qualquer outro CPL e do que os lipossomas convencionais. Em face disso, os estudos

subsequentes (EE (%) e libertacdes a diferentes pH) basearam-se na formulacéo 4.

5. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

De forma a analisar a eficiéncia de encapsulacdo dos lipossomas (EE%) e
posteriormente a concentracdo molar de calceina encapsulada em cada ensaio, construiu-se uma
reta de calibracdo (vd. figura 62, Apéndice F) da concentracdo de calceina em funcdo da
fluorescéncia.

Recorrendo a equacdo 2 determinou-se a percentagem da eficiéncia de encapsulacéo,
EE (%), através quantidade molar de calceina encapsulada por a concentracdo de lipidos (vd.
tabela 12) [11],

Quantidade de calceina encapsulada

EE(%) =

Concentragio de lipidos x 100 (2)
A concentracdo de lipidos de cada formulacdo foi determinada com o auxilio de um
espetrofotdmetro, através de um kit de fosfolipidos CHO-POD, Enzymatic colorimetric da

Spinreac (vd. Apéndice E).
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Tabela 12 - Resultados da concentracdo de calceina encapsulada, concentracéo de lipidos e eficiéncias de encapsulacéo
(%).

. Fluorescéncia Calceina Conc,er)tragéo
Ensaio (Ffinal — Finiciat) Encapsulada (mM) Lipidos EE (%)
(mM)

LC 5996 0,161 0,928+0,005 17,440,101
LC-PEG-COOH 8824 0,246 0,890+0,003 27,7+0,088
2,5% 3412 0,084 1,147+0,003 7,310,019

(L:ﬁopi%l\c/:ligl\j;\ 5% 13200 0,377 1,243+0,002 30,440,045
10% 3806 0,096 1,350+0,003 7,1+0,015

2,5% 991 0,011 1,100+0,002 1,0+0,002
LC'PE&%OOH T 5% 649 0,001 1,042+0,005 0,1+0,0004
10% 5810 0,156 0,923+0,001 16,940,008

Os melhores resultados de EE (%) (com maiores percentagens de EE) correspondem aos
resultados dos CPL constituidos por lecitina-PEG-COOH com e sem 5% de incorporacao de
CHO-PDMAEMA. Como tal, utilizaram-se nos estudos seguintes CPL constituidos por
lecitina-PEG-COOH com a incorporacdo a diferentes concentracfes (2,5%, 5% e 10%) de
CHO-PDMAEMA e sem a incorporacao deste. Optou-se por realizar as libertagdes a diferentes

pH para as trés concentracdes referidas para fins comparativos.

6. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DOS CPLs A MEIOS DE PH

DIFERENTES

A estabilidade dos CPL com CHO-PDMAEMA, tanto em meio &cido como em meio

béasico, foi avaliada a diferentes pH (vd. figura 34).
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- =& - Lecitina-PEG-COOH/CHO-PDMAEMA2,5% —&— Lecitina-PEG-COOH/CHO-PDMAEMA5%
---m--- Lecitina-PEG-COOH/CHO-PDMAEMA10%

Figura 34 - Perfis de libertacdo das reacdes de lecitina, lecitina-PEG-COOH e lecitina-PEG-COOH com concentragdes de
2,5%, 5% e 10% de CHO-PDMAEMA, a diferentes meios de pH.

Os lipossomas convencionais e os CPLs de lecitina-PEG-COOH e CHO-PDMAEMA
(2,5, 5 e 10%) sdo instaveis a qualquer pH que ndo o fisioldgico (pH=7), 0 que pode ser
justificado por reacbes de hidrolise do grupo éster levando a formacdo de um produto
intermediario e consequentemente, a0 aumento da sua permeabilidade e diminui¢do da sua
integridade, libertando o seu contetido (calceina) [13]. No caso dos CPL constituidos apenas por
lecitina-PEG-COOH, verifica-se que possuem uma libertacdo de calceina maior em meio &cido
do que em meio béasico, mas inferior aos CPL com CHO-PDMAEMA. No entanto, a
desestabilizacdo a pH acido pode ser explicada por estes serem constituidos por polimeros que
incorporam o grupo funcional [COOH] (presente lipopolimero lecitina-PEG-COOH) que, a pH
baixo, faz com que ocorra o colapso dos CPL e consequentemente, a libertacdo total do seu
contetido (calceina) [81]. Para os CPL em que existe desestabilizacéo a pH basico terdo ser feitos
testes adicionais. Apesar de no caso dos CPL com PDMAEMA (com pka = 8 [14]) poder levar
também ao colapso das vesiculas para pH superior a 8, é também possivel que depois de
ionizadas as vesiculas aumentem o seu volume hidrodindmico e a sua capacidade de swelling

(mudando a sua conformacao), o que pode levar a uma libertacdo total ou parcial de calceina
pelo colapso dos CPL [46-48] ‘Esta hipbtese carece, no entanto, de confirmacéo.

Visto que as libertagdes em meio acido e basico quando incorporado CHO-PDMAEMA sao

proximas para as trés concentragdes, e de acordo com os resultados de EE (%), considera-se
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que as melhores formulacdes corresponde aos CPL constituidos por lecitina-PEG-COOH com
5% de CHO-PDMAEMA. Como tal, os estudos posteriores foram feitos para esses CPL.

De modo, a confirmar a estabilidade dos CPL finais (lecitina-PEG-COOH com e sem 5%
de CHO-PDMAEMA incorporado) e de lipossomas convencionais foi feita a sua caracterizagdo

em termos de potenciais zeta para diferentes pH: 2 a 12 (vd. figura 35).

14

zP

—@— lecitina ---B--- Lecitina-PEG-COOH Lecitina-PEG-COOH/CHO-PDMAEMA5%

Figura 35 - Potenciais zeta dos lipossomas convencionais, lecitina-PEG-COOH e lecitina-PEG-COOH/CHO-
PDMAEMA5% em func¢éo do pH.

Os resultados dos potenciais zeta revelam um padrdo no caso dos lipossomas
convencionais e CPL de lecitina-PEG-COOH quando sujeitos a pHs acidos: quanto mais acido
0 pH, menos negativo o potencial zeta, chegando mesmo a tomar valores positivos para o pH
de 2 (no caso dos lipossomas convencionais). Para pH bésicos os valores de potencial zeta sdo
semelhantes aos valores do pH fisioldgico (pH=7), embora ligeiramente menos negativos, o
que leva a crer que os lipossomas sdo mais instaveis em meio &cido. Os resultados dos
potenciais zeta para os CPL de lecitina-PEG-COOH com 5% de CHO-PDMAEMA para pH
acidos revelam que quanto mais baixo o pH, mais positivo o potencial zeta. Para pH bésicos,
guanto mais alto o pH, mais negativo o potencial zeta, sendo que o potencial zeta mais negativo
€ 0 de pH de 12. Neste caso, a desestabilizacdo e libertacdo é semelhante tanto em meio &cido,
como em meio basico. Quando comparadas as trés formulagdes verificam-se os resultados
esperados, i.e. 0s lipossomas convencionais possuem potenciais zeta mais negativos em meio
acido e em meio basico comparativamente com os CPLs constituidos por lecitina-PEG-COOH

e estes mais negativos do que os que tém incorporado 5% de CHO-PDMAEMA. Como tal,
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pode-se concluir que estes sistemas podem ser utilizados como sistemas de libertacdo
controlada em casos onde se pretenda libertacdes em meio acido (e.g. no estbmago ou em

tumores).

7. MORFOLOGIA DOS COMPLEXOS POLIMERO-LIPOSSOMA FINAIS

A morfologia dos CPL finais (lecitina-PEG-COOH com e sem 5% de CHO-PDMAEMA)
comparada com a dos lipossomas convencionais foi analisado por microscopia eletronica de

transmissdo, TEM (vd. figura 36).

Figura 36 - Morfologia dos CPL finais e lipossomas convencionais: (a) - Lecitina; (b) - Lecitina-PEG-COOH; (c) - Lecitina-
PEG-COOH/CHO-PDMAEMA5%.
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Comparando os lipossomas convencionais (figura 36 (a)) com os CPL constituidos pelo
lipopolimero lecitina-PEG-COOH sem (figura 36 (b)) e com a incorporacdo de 5% de CHO-
PDMAEMA (figura 36 (c)) sdo visiveis as suas diferentes morfologias. As figuras 36 (b) e (c)
mostram vesiculas mais densas, sendo mesmo possivel distinguir nas imagens a incorporacéo
do polimero (contorno mais escuro), mais acentuada no caso da figura 36 (c). E not6rio um
“efeito capsula” nos CPL com a incorporacao dos polimeros, verificando-se que este efeito se
destaca com a incorporacdo do polimero CHO-PDMAEMA, visto que na superficie destas
vesiculas estdo presentes dois polimeros (PEG-COOH e PDMAEMA), e ndo apenas um, como
no caso da figura 36 (b).

Quando comparados os resultados dos diametros obtidos das imagens por TEM com o0s
resultados obtidos dos didametros por DLS (vd. tabelas 8, 9 e 11), verifica-se que os Gltimos
possuem dimensdes maiores. Estes resultados devem-se ao facto de o didmetro das particulas
das imagens TEM ser medido diretamente na imagem microscopica real, enquanto a técnica de
DLS utiliza varias aproximac6es para encontrar um valor médio final. No entanto, também
pode ser devido ao excesso de amostra (gota) colocada na grelha (grelha de carbono) ser retirado
antes da analise por TEM e no caso da amostra analisada por DLS estar hidratada em suspenséo,

interagindo com o meio, no momento de analise [82]

8. TESTES DE CONSERVACAO DOS COMPLEXOS POLIMERO-

LIPOSSOMA FINAIS

Para os estudos de conservacdo foram utilizados os CPL finais selecionados (lecitina-
PEG-COOH com e sem 5% de CHO-PDMAEMA) e lipossomas convencionais. Estes foram
armazenados durante 31 dias em diferentes condi¢des (no congelador e a temperatura ambiente,
depois de liofilizadas). De modo a avaliar a sua estabilidade ao fim desse tempo foi feita a sua
caracterizacdo em termos de tamanhos, polidispersividade e potencial zeta (vd. tabela 13) e

analisados os seus perfis de libertacdo (vd. figura 37).
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Tabela 13 - Tamanhos, potenciais zeta e polidispersividades dos lipossomas convencionais, lecitina-PEG-COOH e lecitina-
PEG-COOH/CHO-PDMAEMA5% liofilizados e congelados.

Amostras Liofilizadas Amostras Congeladas
LC-PEG- LC-PEG-
LC LCC(')POES' COOH/CHO- LC '—CC(')POES' COOH/CHO-
PDMAEMA5% PDMAEMA5%
Tamanho, - g151.4059  262,5+36,40 637,3+34,65 2130,04265,90  241,3+5,08 118,6+14,93
Z-Ave (nm)
Potencial
Zeta, zP -62,1+7,25 -33,5+£3,67 -1,0+0,60 -63,5+4,33 -45,8+2,83 -0,441,95
(mV)
Pdl 0,560+0,38 0,531+0,07 0,734+0,06 1,000+0,00 0,511+0,01 0,320+0,08
100 100
90 (a) 90 (b)
80 . 80
70 - s 70
Se0 | o g%
Ceg gz & 50
> - - o »
540 | e : ER I ] :
D30 P ;8 E——— T
20 o —* i 2
10 ¢ 10 L
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t (h)
t(h)
—e— Lecitina_Liofilizada —@— Lecitina-PEG-COOH_Liofilizado
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---#--- Lecitina antes de armazenada ---&--- Lecitina-PEG-COOH antes de armazenado
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X
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Figura 37 - Perfis de libertacdo de calceina dos CPL finais e lipossomas convencionais: (a) - Lecitina; (b) - Lecitina-PEG-
COOH; (c) - Lecitina-PEG-COOH/CHO-PDMAEMA5%.
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Ao analisar os perfis de libertacdo (vd. figura 37), verificou-se que os CPL liofilizados
e mantidos a temperatura ambiente possuem um padrdo mais estavel e semelhante aos CPL
antes de armazenados (verifica-se que os CPL constituidos por o lipopolimero lecitina-PEG-
COOH com 5% de CHO-PDMAEMA possui uma percentagem de libertagdo menor), em
comparacdo com os perfis de libertacdo dos CPL armazenados no congelador. Contudo, ao
analisar a tabela 13 verifica-se que os tamanhos, 0s potenciais zeta e as polidispersividades dos
CPL possuem alguns valores fora da gama aceitavel. Apesar de os valores dos CPL liofilizados
e congelados constituidos pelos lipopolimeros lecitina-PEG-COOH estarem dentro da gama
desejavel e proximos dos da tabela 8, nota-se que para os lipossomas convencionais e 0s
lipossomas constituidos pelos lipopolimeros lecitina-PEG-COOH com 5% de CHO-
PDMAEMA néo acontece o mesmo. No caso dos lipossomas convencionais 0s potenciais zeta
das amostras liofilizadas e congeladas estdo dentro da gama aceitavel e proximos dos da tabela
11, mas os tamanhos e as polidispersividades possuem valores muito superiores aos desejaveis.
No caso os lipossomas constituidos pelos lipopolimeros lecitina-PEG-COOH com a
incorporagéo de 5% de CHO-PDMAEMA, os valores dos tamanhos e polidispersividades das
amostras congeladas estdo dentro da gama aceitavel e proximos aos da tabela 9. O mesmo néo
acontece com potencial zeta, que exibe valores muito menos negativos do que o desejavel
guando comparados com os Vvalores da tabela 9 (este comportamento € semelhante a
incorporagdo de 10% de CHO-PDMAEMA e ndo 5%). Para os mesmos CPL, mas com as
amostras liofilizadas, verifica-se que o0s valores de tamanhos, potenciais zeta e
polidispersividades sdo muitos superiores aos desejaveis.

Supde-se que a discrepancia e incoeréncia nos valores obtidos e destes quando
comparados com os valores pré-armazenamento seja consequéncia da inexisténcia de um
conservante especifico (e.g. agucares, dissacarideo: trealose) incorporado nas amostras antes de
serem armazenadas. Provavelmente, a incorporacdo desse componente melhoraria a

COHSGI’V&Q&O das amostras.
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CONCLUSAO

A sintese dos lipopolimeros com COOH-PEG-COOH atraveés da ligacdo entre o grupo
funcional carboxilico [COOH] do polimero PEG modificado e o grupo amina protonado [NH3*]
do fosfolipido (coupling carbodiimidas) foi alcancada com sucesso, por dois procedimentos
alternativos, adotando-se aquele que requer menor tempo de reacao.

A sintese dos lipopolimeros com PDMAEMA néo foi bem sucedida devido a dificuldade
em obter um polimero de PDMAEMA modificado com o grupo [COOH] na sua constituicdo.
Como alternativa, sintetizou-se um polimero de PDMAEMA com terminacao colesterol (CHO-
PDMAEMA) de modo a aproveitar a natureza hidrofobica do colesterol (CHO) na ancoragem
e incorporacdo do polimero modificado, o qual foi usado em diferentes proporcdes (2,5%, 5%
e 10%) na formulacéo.

Os CPL lecitina-PEG-COOH com e sem a incorporagdo de CHO-PDMAEMA
produzidos, exibiram as carateristicas pretendidas, em termos de tamanho, polidispersividade,
potencial zeta, capacidade de libertacdo e eficiéncia de encapsulacdo de calceina, mantendo-se
estaveis em condices fisioldgicas e com capacidade de libertacdo de calceina em meios de pH
acidos.

Considerando todos os resultados obtidos, os CPL com lecitina-PEG-COOH com e sem
5% de CHO-PDMAEMA revelaram melhores eficiéncias de encapsulacdo de calceina e
estabilidade ao longo do tempo. Morfologicamente adequados, estaveis e com capacidade de
manter as suas carateristicas quando armazenados a temperatura ambiente, depois de
liofilizados, pode afirmar-se os CPL desenvolvidos possuem potencial para serem aplicados

como sistemas de libertacdo controlada de farmacos, objetivo essencial do trabalho.
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TRABALHOS FUTUROS

Realizacdo de testes de conservacdo dos lipossomas com a incorporacdo de um
conservante especifico.

Analisar a viabilidade celular dos lipossomas através de testes de citotoxicidade.
Realizacdo de mais sinteses de polimeros de PDMAEMA modificados com os grupos
funcionais pretendidos [COOH] através dos iniciadores descritos neste trabalho
experimental e com outros iniciadores ainda n&o estudados.

Promover a formulacdo de um lipocopolimero através dos grupos funcionais
especificos [COOH] do copolimero e o grupo [NH3*] do fosfolipido (e.g. Br-PEG-
PDMAEMA-LC).

Andlise e caracterizacdo dos lipopolimeros sintetizados através de quimica
computacional e modelagéo e simulagdo molecular.

Formulacéo de lipossomas imunogénicos, de penetracdo celular e catidnicos.

Realizacdo de testes in vivo.
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Figura 38 - Espetro FTIR de transmiténcia da Lecitina-PEG-COOH para a reacgdo 1 (Alternativa I).
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Figura 39 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagdo 1 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa ).
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Figura 41 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagéo 2 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa I).
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Figura 42 - Espetro FTIR de transmiténcia da Lecitina-PEG-COOH para a reacdo 3 (Alternativa I).
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Figura 43 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagdo 3 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa ).

86




APENDICES

WH Streschiss
[
c0
=0
=N Wer(CHI
CH R 2o _ ro.
COOH T TTTTeeanaiiiilo., pamemmmmTEmETET Y i k v,
. . 'y "emr ; |
o Hs Hy & w4 ¥
_‘__)-I'—____,l"._ o A, A, __.'.&_ W .
H, o HyC -.‘I: - e :-‘ U r o t;l
R T H, :
o H Ho S
i
La]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm-1)
COOH-PEG-CO0OH Lecitina LIPS

250

200

100

50
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Figura 45 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagéo 4 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa I).
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Figura 46 - Espetro FTIR de transmiténcia da Lecitina-PEG-COOH para a reacdo 5 (Alternativa I).
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Figura 47 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagdo 5 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa I).
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Figura 49 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagéo 6 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa ).
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Figura 53 - Espetro FTIR de transmiténcia da Lecitina-PEG-COOH para a reacgdo 10 (Alternativa I).
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Figura 55 - Espetro de FTIR de transmitancia da reacédo 1 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa II).
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Figura 56 - Espetro de RMN em CDCI3 da reagdo 1 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa Il).
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Figura 57 - Espetro de FTIR de transmitancia da reagéo 2 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa II).

100




APENDICES

NH e

i

150

«H I = : T, POL- 100

CDOH T . - Vo fa L - - LA
. . Vo L ; . . i
o s - (_"‘El 1 _IJ
CHI o=t ) X
[} o -
s i o 50
' H. H H. " : . '—D—‘:‘I I‘l'::
H N * Laciin: daSgjz —= o ) I
H. H. — J M - CH. |I"
4000 3500 3000 2500 2000 1500 10:00 500

MNiamero de onda{em-1)

————— COOH-PEG-COOH Lecitina NH-COOH3

Figura 58 - Espetro de FTIR de transmitancia da reacédo 3 de Lecitina-PEG-COOH (Alternativa II).
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APENDICE E

°
SPINREACT

Ce | PHosPHOLIPIDS |

Phospholipids

CHO-POD. Enzymatic colorimetric

Quantitative determination of phospholipids
VD

Store at 2-8°C

PRINCIPLE OF THE METHOD

Phospholipids are hydrolysed by phospholipase D and the liberated
choline is subsequently oxidized by choline oxidase (CHO) to betaine with
the simultaneous production of hydrogen peroxide. In the presence of
peroxidase (POD) the hydrogen peroxide couples oxidatively the 4 -
Aminophenazone (4-AP) and dichlorophenol to forms a quinonemine dye:
Phospholipids + H,0 — "F"#P.252 D_, crojine + Phosphatidic acid

Choline + 20, + H,0 AT Q’gwaaetaine +2H0,

2H202 + 4-AP + Dichlorophenol —-—POD—> Quinone + 4H20

The intensity of the colour formed is proportional to the phospholipids
concentration’?.

CLINICAL SIGNIFICANCE

Phospholipids are a complex lipid containing phosphorus.

Their function as the principal components of cell membranes makes
phospholipids essential for all vital cell processes.

The determination of serum phospholipids is an important clinical test in
diagnosis of liver diseases, especially obstructive jaundice .

Clinical diagnosis should not be made on findings of a single test result,
but should integrate both clinical and laboratory data.

REAGENTS

R1 TRIS pH 7.55 50 mM

Buffer Dichlorophenol 2.1mM
Phospholipase D 400 U/L

R2 Choline oxidase (CHO) 2200 UL

Enzymes Peroxidase (POD) 3600 U/L
4 — Aminophenazone (4-AP) 1 mmol/L
Phospholipids aqueous primary standard

PHOSPHOLIPIDS CAL 300 mgidL

PREPARATION

Working reagent (WR):

Dissolve (—) the contents of 1 vial R 2 Enzymes in 10 mL of R 1
Buffer. Cap and mix gently to dissolve contents.

The reagent is stable after reconstitution 3 weeks in the refrigerator
(2-8°C) or 7 days at 15-25°C.

Protect from the sunlight.

STORAGE AND STABILITY

All the components of the kit are stable until the expiration date on the
label when stored tightly closed at 2-8°C, protected from light and
contaminations prevented during their use.

Do not use reagents over the expiration date.

Signs of reagent deterioration:

- Presence of particles and turbidity.

- Blank absorbance (A) at 505 nm = 0.16.

ADDITIONAL EQUIPMENT

- Spectrophotometer or colorimeter measuring at 505 nm.
- Matched cuvettes 1.0 cm light path.

- General laboratory equipment.

SAMPLES
Serum or plasma.
Stability of the sample: 3 days at 2-8°C.

4. Mix and incubate for 5 min. at 37°C.
5. Read the absorbance (A) of the samples and Standard, against the
Blank. The colour is stable for at least 30 minutes.

CALCULATIONS
(X;;St% x 300 (Standard conc.) = mg/dL phospholipids in the sample

Conversion factor: mg/dL x 0.0129 = mmol/L.

QUALITY CONTROL

Control sera are recommended to monitor the performance of assay procedures:
SPINTROL H Normai and Pathologic (Ref. 1002120 and 1002210).

If control values are found outside the defined range, check the instrument,
reagents and calibrator for problems.

Each laboratory should establish its own Quality Control scheme and corrective
actions if controls do not meet the acceptable tolerances.

REFERENCE VALUES

The serum phospholipids concentration in normal healthy individuals is in
about the same concentration range as total cholesterol. The ratio of
phospholipids to cholesterol remains 1/1. Any change in cholesterol
concentration results in a corresg)onding change in phospholipids in similar
direction. Adult: 125-275 mg/dL'*.

These values are for orientation purpose; each laboratory should establish
its own reference range.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Measuring range: From detection limit of 2.54 mg/dL to linearity limit of 600
mg/dL.

If the results obtained were greater than linearity limit, dilute the sample 1/2 with
NaCl 9 g/L and multiply the result by 2.

Precision:
i Intra-assay (n=20) | | Inter-assay (n=20)
Mean (mg/dl) | 121 221 126 225
SD 2.12 2.03 2.92 4.61
CV (%) 1.74 0.91 2.31 2.05

Sensitivity. 1 mg/dL = 0.0014 A.

Accuracy: Results obtained using SPINREACT reagents did not show
systematic differences when compared with other commercial reagents.

The results obtained using 50 samples were the following:

Correlation coefficient (r): 0.998

Regression equation: y=9979x + 1.2518

The results of the performance characteristics depend on the analyzer used.

INTERFERENCES

No influence of ascorbic acid, glucose, bilirubin, uric acid or hemoglobin was
found within the range of physiological concentration®.

A list of drugs and other interfering substances with phospholipids determination
has been reported by Young et. al iJ

NOTES

1. PHOSPHOLIPIDS CAL: Proceed carefully with this product because due its
nature it can get contamined easily.

2. Calibration with the agueous standard may cause a systematic error in

automatic procedures. In these cases, it is recommended to use a serum

Calibrator.

Use clean disposable pipette tips for its dispensation.

SPINREACT has instruction sheets for several automatic analyzers.

Instructions for many of them are available on request.

Eal
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APENDICE F

Reta de calibracdo da concentracéo de calceina em funcédo da fluorescéncia:
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Figura 62 - Reta de calibracéo da concentracdo de calceina em fun¢éo da fluorescéncia.
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