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Resumo

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagdo de sistemas
inteligentes para libertagdo controlada, baseados em complexos polimero-lipossoma
(CPLs). O polimero hidréfilo selecionado foi o poli(acido acrilico) (PAA), a sua
incorporagdo nos lipossomas foi obtida por modificagio do mesmo com colesterol

(CHO), que possui uma grande afinidade com as bicamadas lipidicas.

A sintese de CHO-PAA foi realizada por hidrélise do poli(acrilato de terc-butilo)
(PtBA), com um peso molecular reduzido e uma baixa dispersividade, mediante a
técnica de polimerizacdo radicalar por transferéncia de cadeia (ATRP). O iniciador
utilizado nas polimerizagdes foi o cholesteril-2-bromoisobutirato (CHO-Br), obtido
através da esterificagdo do CHO com o Brometo de 2-bromoisobutirilo (2-BiB).

Os polimeros selecionados foram incorporados nos lipossomas (LIP), de lecitina e
estearilamina  (LIP/ST), em momentos distintos e em diferentes razoes
polimero/fosfolipido (0, 5, 10 e 20 %).

Os CPLs formulados foram caracterizados em termos de diametro,
polidispersividade, potencial zeta, perfil de libertacdo a 37 °C e pH 7, e eficiéncia de
encapsulacdo. Os resultados obtidos demostraram que a incorporacdo de 10% de
polimero contribui positivamente para a sua estabilizacdo. Os CPLs com 10% de CHO-
PAA foram ainda reticulados (CPL/R) e avaliados através dos mesmos parametros,
mostrando-se ainda mais estaveis. A encapsulacdo dos mesmos foi estudada de
diferentes formas e depois de uma selecdo criteriosa os CPLs finais foram ainda
estudados quanto a sua capacidade de libertacdo em diferentes meios de pH (2-12),

viabilidade celular em células de leucemia humana aguda monocitica, e conservagao.

Os resultados revelaram que os CPLs e CPL/Rs possuem uma capacidade
significativa de libertagdo em pH 4&cidos e basicos, ndo sdo tdxicos até uma
concentracdo de 10 uM, e a melhor forma de conservacao envolve a liofilizacdo dos

mesmos com a presenca de uma molécula protetora durante o armazenamento.

Os aspetos inovadores deste trabalho em relacdo ao que se pode encontrar na
literatura residem no tipo de fosfolipido empregado, no iniciador, na forma de um dos
catalisadores utilizados na sintese dos polimeros, e no método de reticulagdo do CHO-
PAA.
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Abstract

The goal of this work was the development and characterization of intelligent
systems for controlled release, based on polymer-liposome complexes (CPLs). The
selected hydrophilic polymer was poly(acrylic acid) (PAA) and its incorporation into
liposomes was achieved by modification with cholesterol (CHO), which has a high
affinity with lipid bilayers.

The syntesis of CHO-PAA was achieved by hydrolysis of poly(tert-butyl acrylate)
(PTBA) with low molecular weight and low dispersivity, within the radical
polymerization by chain transfer (ATRP) framework. The initiator used in the
polymerization was then cholesteril-2-bromoisobutyrate (CHO-Br), obtained by
esterification of the CHO with 2-bromoisobutyryl bromide (BiB-2).

The selected polymers were incorporated into liposomes (LIP), formed by lecithin
and stearylamine (LIP/ST), at different times and in different polymer/phospholipid
ratios (5, 10 and 20%).

The developed CPLs were characterized in terms of diameter, polydispersity, Zeta
potential, release profile at 37 °C and pH 7, and encapsulation efficiency. The results
showed that the incorporation of 10% polymer positively contribute to the CPLs
stabilization. The stable CPLs with 10% CHO-PAA were further crosslinked (CPL / R)
and assessed using the same parameters. The encapsulation was studied in different
ways and after a careful selection, a final set of CPLs were further studied in terms of
release profiles at different pH media (2-12), cell viability in human acute monocytic

leukemia cells, and conservation.

The results revealed that the CPLs and CPL/Rs have a significant capacity to
release at both acidic and basic pH, are non-toxic up to a concentration of 10 uM, and
the best form for their storage involves lyophilization in the presence of a protective

molecule.

The innovative aspects of this work with respect to what can be found in the
literature are related to the type of phospholipid employed, the initiator, the method of
using the catalyst in the synthesis of the polymers, and the crosslinking method of
CHO-PAA.
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1. Motivacao

Atualmente existem centenas de publicacOes relacionadas com sistemas de
libertacdo controlada (SLC) para aplicacfes nas mais diversas areas, como o tratamento
e/ou diagndstico de doencas cancerigenas, neurologicas, dermatologicas, ortopedicas e
oftalmoldgicas, terapia genética, tratamentos cosméticos e engenharia alimentar [1-7]. A
importancia destes estudos decorre da necessidade emergente que existe nos dias de
hoje em encontrar métodos de libertacdo mais previsiveis, eficazes e seletivos. Os
sistemas de libertacdo inteligentes tém como objetivo fazer chegar um determinado
composto a um local especifico, sem comprometer a sua eficacia. Compostos ativos,
agentes de contraste, proteinas, enzimas, antioxidantes e vitaminas, no organismo
humano ou em solugdes, sdo exemplos do vasto leque de possiveis substancias que
podem ser encapsuladas ou quimicamente ligadas a outras moléculas ou estruturas, para
formar sistemas dessa natureza. A acumulacéo e libertacdo do agente ativo deve ocorrer
e durar conforme o tipo de aplicacdo a que se destina. Nesse sentido, deve satisfazer os
requisitos pré-estabelecidos para cada situacdo especifica, assegurando uma taxa de
libertacdo adequada, quer no caso de serem administrados diretamente no local
afetado/desejado, e/ou a capacidade de se dirigem a esse local, na circunstancia de, por

exemplo, serem injetados na corrente sanguinea [1-7].

Os SLC podem ter como base compostos poliméricos, inorganicos ou lipidicos
[6]. Os lipidos, em particular, apresentam propriedades Unicas que permitem a formacao
de estruturas nanométricas ideais, como os lipossomas (Figura 1) para 0

armazenamento, transporte e libertacdo de substancias.

Compartimento aquoso

KX . 8.6 T

LLkipossoma (corte transvefsél)
Figura 1 - Representacdo esquematica de um lipossoma.

Os lipossomas definem-se como vesiculas esféricas, com apenas algumas

centenas de nandémetros, com uma ou varias camadas de fosfolipidos, que se formam
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espontaneamente, depois de devidamente hidratados e condicionados, com o intuito de
reduzir as interages desfavoraveis entre as suas cadeias hidrofdbicas de acidos gordos e

0 meio aquoso envolvente [8].

Estas estruturas tém sido amplamente estudadas como SLC inteligentes em
aplicagdes farmacéuticas, na libertacdo de drogas (medicamentos, agentes
quimioterapéuticos, material genético, compostos quelantes, moléculas fluorescentes),
cosméticas, em formulacbes de cremes, pomadas ou logbes e alimentares, para

libertacdo de proteinas, antioxidantes, sabores e conservantes [1-8].

O interesse em usar lipossomas advem da sua versatilidade, pois sdo capazes de
encapsular moléculas tanto hidréfilas, no seu espaco intersticial aquoso, como

hidrofébicas, na camada lipidica (Figura 2).

;l V%
L . 'JH-_.- : :.:_.J.

b L L )
oy 4

B - Molécula Hidrofobica 4 - Molécula Hidrofila

Figura 2 - Representagdo esquematica da encapsulagéo de moléculas hidrofilas e hidrofébicas em
lipossomas.

Acresce que o0s lipossomas sdo biocompativeis, biodegradaveis, nao-
imunogénicos e ndo-tdxicos, um grupo de caracteristicas essenciais para a sua utilizacdo

como nano-transportadores [11].

Os lipossomas exibem uma eficiéncia de encapsulacdo consideravel, que depende
do processo de formacdo selecionado mas independente da solubilidade da substancia
encapsulada em causa, e, como funcionam como uma capsula, oferecem prote¢do contra

possiveis degradacdes causadas pela luz, enzimas e/ou pH.

As dimens6es reduzidas dos lipossomas sdo vistas como mais um beneficio, uma
vez que podem facilmente circular e acumular-se nos vasos sanguineos mais estreitos
das areas afetadas, como os tumores sélidos e locais de inflamacéo ou infecdo, que se

caracterizam por apresentarem uma elevada permeabilidade e capilaridade.
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Para além disto, o facto de os lipossomas se assemelharem, em termos de
constituicdo, a membrana plasmatica, mostra-se como mais uma enorme vantagem,
visto que séo capazes de interagir de uma forma mais proxima e eficaz com as células e

tecidos do organismo, caracteristica esta que outros SLC dificilmente podem oferecer.

Por altimo, usando tipos especificos de fosfolipidos e/ou revestimentos, podem
ainda ser criados lipossomas sensiveis ao pH e/ou a temperatura. Estes complexos
aumentam a sua taxa de libertacdo quando inseridos num meio &cido, presente por
exemplo nos endossomas das células. Alternativamente, se sujeitos a uma temperatura
acima da temperatura fisiologica, caracteristico das zonas de infe¢do ou inflamacgéo, a
sua estrutura passa de uma fase tipo gel para uma fase cristalina que promove a saida
das substancias encapsuladas do espaco intersticial do nano-transportador para o meio
envolvente.

As vantagens evidentes e a grande aplicabilidade nas mais diversas areas de
lipossomas funcionalizados com polimeros, bem como margem de progressao que o
tema oferece sdo a motivacdo deste trabalho, que se baseia no desenvolvimento e
caracterizacdo de sistemas inteligentes para libertacdo controlada: complexos polimero-
lipossoma (CPL) [8-9].

2. Obijetivos e estratégias adotadas

O desenvolvimento de complexos polimero-lipossoma (CPLS) representa uma
abordagem relativamente recente na formulacdo de lipossomas sensiveis ao pH. Estes
lipossomas incorporam na sua superficie polimeros sensiveis a meios ndo neutros [9-
10]. Uma forma de integrar as cadeias poliméricas na estrutura dos lipossomas consiste
em liga-las covalentemente a determinadas biomoléculas que possuam uma afinidade
relevante com a membrana lipidica, como por exemplo o colesterol (CHO) (Figura 3)
[11, 12]. O CHO é uma molécula hidrofobica muito utilizada em formulages lipidicas
porque oferece uma protecdo acrescida face a possiveis degradacdes causadas por
enzimas e/ou péptidos e altera a fluidez dos lipossomas aumentando a sua capacidade de

retencdo de substancias [13].




Introducdo Geral

IJ'r—‘ Polimero Hidrofilo

f - Colesterol
I_rl'/— Polimero Hidréfilo
maodificado com colesterol

Figura 3 - Representacdo esquematica de um complexo polimero-lipossoma.

Nessa linha, o objetivo estabelecido para este trabalho residiu no desenvolvimento
de um SLC baseado num CPL estavel, com um revestimento polimérico especifico, de
poli(acido acrilico) (PAA), modificado com colesterol (CHO-PAA), para aplicacdo em

qualquer uma das areas ja anteriormente descritas.

O PAA é um polimero biocompativel, amplamente utilizado em formulagdes
farmacéuticas e cosméticas, que responde de diferentes formas consoante o pH do meio

em que esta inserido (Figura 4) devido ao grupo carboxilico que possui [15].

pH baixo pH alto
H _C+ ()“ %C —C%’ poli(acido acrilico)
COOH "00

Figura 4 - Representa¢do esquematica da sensibilidade do poli(acido acrilico) diferentes meios de pH,
devido ao grupo carboxilico que possui [15].

A sintese do CHO-PAA foi realizada a partir da hidrolise do poli(acrilato de terc-
butilo) (PtBA). Em primeiro lugar, o grupo hidroxilo (-OH) terminal do CHO foi
modificado por esterificacdo (Figura 5) de modo a obter um iniciador com terminal Br,
[11], essencial ao método de sintese utilizado para a producdo do CHO-PtBA (Figura
6). Por ultimo, o CHO-PAA foi conseguido por hidrélise (Figura 7) [14].
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Esterification

Figura 5 - Representacdo esquematica da esterificacdo do colesterol.

SET/LRP . DMSO, 25°C
Cur0)Mee TREN

CH,Cl,

HO
>T n

Figura 7 - Representagdo esquematica da sintese do CHO-PAA.

Os lipossomas com CHO-PAA integrado apresentam todas as caracteristicas
fundamentais para serem utilizados como SLC, principalmente porque com o PAA
existe a possibilidade de reticulagdo (Figura 8) [14]. Devido a rede/gaiola que se forma
ao seu redor, a reticulagdo das cadeias poliméricas aumenta o grau de retencdo das
moléculas encapsuladas e permite alcangar CPL ainda mais estaveis [14]. Para além
disso, quando reticulados e inseridos num pH acido, os CPL encolhem e acabam por
colapsar libertando todo o seu contetdo de um sé vez [14]. Desta forma, consoante a
aplicacéo pretendida é possivel optar por uma libertacdo mais lenta sem a reticulagdo ou
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uma libertacdo instantdnea reticulando os CPL, aumentando desse modo a sua

versatilidade.

Cholesterol-terminated
poly(acrylic acid)

o

Bare Liposome Polymer-Grafted Polymer-Caged
Liposome Liposome (PCL)

Figura 8 - Representa¢do esquemdtica da reticulacdo de CPL com CHO-PAA [14].

Existem diferentes métodos de sintese de PAA, e nomeadamente CHO-PAA [14].
Contudo, tratam-se de métodos consideravelmente complexos e demorados [14], pelo
que ao longo deste trabalho, se optou por uma via alternativa, capaz de oferecer um
procedimento mais rapido e expedito. Assim sendo, e tendo em conta que neste tipo de
aplicacdes sdo exigidos polimeros com baixo peso molecular e baixa dispersividade
(abaixo de 1,3), escolheu-se o método de polimerizacao radicalar por transferéncia de
cadeia (ATRP) para a sintese do CHO-PAA. [16,17]. Este método oferece um controlo
apertado das propriedades dos polimeros resultantes, em condi¢des moderadas, com

cinéticas rapidas [16,17].

A anélise de outros parametros, como a cinética de reacdo ou conversdo, dos
polimeros sintetizados ndo se realizou porque, apesar da obtencdo do CHO-PAA ter
sido essencial a realizacdo deste trabalho, o principal foco manteve-se na exploracao
dos CPL como SLC caraterizando-0s 0 mais e melhor possivel.

Para a formulagdo dos lipossomas escolheu-se a lecitina (LC) devido & sua
biocompatibilidade e eficaz interagdo com as membranas celulares do organismo, onde
também pode ser encontrada [11, 12]. Lipossomas constituidos por lecitina apresentam

maiores eficiéncias de encapsulacdo e tamanhos mais reduzidos em comparacdo com

-7-
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outros tipos de fosfolipidos [18]. A lecitina por sua vez é constituida maioritariamente
por fosfatidilcolina, um fosfolipido de carga negativa [12-14]. Consequentemente, 0s
lipossomas constituidos por lecitina apresentam também carga de superficie negativa, o
que representa uma dificuldade, uma vez que o CHO-PAA também é um composto
negativo. Ou seja, a ligacdo entre ambos é dificultada por fendmenos de repulsdo,
comprometendo assim a formacdo dos CPL [14]. Para ultrapassar este problema, e
proporcionar a integracdo do CHO-PAA nos lipossomas, neutralizou-se parcialmente a
carga dos mesmos através da adicdo de Estearilamina (ST), um surfactante de caracter

positivo capaz de se alojar na bicamada das membranas lipidicas [19].

No presente trabalho, procurou-se ainda otimizar as condi¢Ges de formulagcdo dos
lipossomas, isto incluiu um estudo que visou perceber o efeito da presenca de esferas de

vidro, durante a incubacao, nas caracteristicas fisicas finais dos mesmaos.

Analisou-se também o momento mais indicado para a adicdo do polimero no
procedimento dos CPLs. Normalmente este é colocado em contato com os lipossomas
(LIP), para incorporagédo, apenas depois (D) da formacdo dos lipossomas [14], mas
existe também a possibilidade da introducdo do polimero acontecer antes (A) da sua
formacédo, hidratando os lipidos com uma solucdo de CHO-PAA em tampéo (Figura 9).
Com a primeira hipétese obtém-se os CPLs usuais, em dois passos, com polimero
incorporado apenas a superficie dos LIP [14]. Contudo, com a segunda abordagem foi
previsto que as cadeias de polimero dos CPLs criados, com um Unico passo, podem ser
encontradas, tanto a superficie como, no espaco intersticial dos LIP, “viradas para

dentro”.
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Solugéo de Polimero

em Tampéo
»e O B 1%
ee®® 7
® @@
Adiciio do
Solugiio de Polimero polimero depois
em Tampéo (D) da formagio
dos LIP
’ Adiciio do
polimero antes
(A) da formagio
dos LIP

Figura 9 - Representagdo esquematica da formacéo dos CPLs com momentos de adi¢do de polimeros
distintos.

As duas hipoteses foram avaliadas em termos de tamanho, polidispersividade,

potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de libertacdo dos CPLs.

Os mesmos parametros foram analisados com os CPLs reticulados e em relagéo a
sua encapsulacdo, estudou-se também duas abordagens distintas, visto que os CPLs
podem ser reticulados depois da encapsulacdo (DR), ou antes (AR), com os CPL vazios,

sendo posteriormente expostos a solucdo de encapsulante.

Depois de um selecdo criteriosa, averiguou-se ainda o potencial do conjunto de
CPLs finais através da analise da sua capacidade de libertacdo em diferentes meios de
pH, morfologia e viabilidade celular, com células THP-1 (linha celular da leucemia

humana aguda monocitica).

Por fim, com os CPLs reticulados finais, realizou-se um estudo de estabilidade em
diferentes condicdes de armazenamento (liofilizados a 20 °C, num frigérico a 8 °C e
num congelador a -18 °C), com e sem conservante, durante 75 dias, de modo a
encontrar a melhor forma de conservacdo, analisando o didmetro, polidispersividade e

potencial zeta dos mesmos ao longo do tempo.

Resumidamente, a estratégia delineada para este trabalho consistiu nas seguintes

etapas:

e Sintetizar o iniciador Cholesteril-2-bromoisobutirato (CHO-Br);
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Sintetizar o ligante Tris[2-(dimethylamino)ethyl]amine (MesTREN);
Sintetizar o polimero CHO-PtBA, com baixo peso molecular e
polidispersividade proxima de 1, recorrendo ao iniciador CHO-Br;

Sintetizar o polimero CHO-PAA (hidrélise do CHO-PtBA);

Preparar formulagdes de lipossomas estaveis com didmetro medio,
dispersividade, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo, perfis de
libertacdo, concentracdo lipidica e citotoxicidade aceitaveis para poderem ser
usados como SLC,;

Estudar o efeito das esferas de vidro na preparacdo dos lipossomas e nas suas
propriedades;

Estudar o efeito da adicdo de diferentes proporcGes de Estearilamina nas
caracteristicas dos lipossomas;

Introduzir o polimero, em diferentes percentagens, nas formulacdes antes e
depois da formagéo dos lipossomas e verificar qual a melhor abordagem;
Reticular os CPLs mais promissores e analisar possiveis vantagens
associadas;

Estudar a influéncia do pH do meio nos CPLs desenvolvidos no que toca a
capacidade de libertacdo de calceina;

Estudar a melhor forma de armazenamento dos CPLs durante 75 dias, com e

sem adi¢do de uma molécula protetora;

-10 -
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1. Lipidos

Os lipidos sdo uma familia de biomoléculas, particularmente heterogénea,
conhecida hd mais de 100 anos. Este tipo de substancias distingue-se principalmente
pela sua insolubilidade em &gua e grande solubilidade em solventes orgéanicos apolares,
como a acetona ou o cloroférmio. Apresentam como fungdes bioldgicas o fornecimento
e armazenamento de energia no organismo, a sinalizacao celular e o provisionamento de
vitaminas lipossolUveis. Atuam ainda como componentes estruturais nas membranas
bioldgicas e como isolante térmico, contribuindo assim para manutencdo da temperatura
corporal [20, 21]. Podem ser classificados, segundo Bloor [20], como simples,

complexos ou derivados (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagdo da familia dos lipidos, segundo Bloor [20].

Classe de Lipidos Composicéo
Simples Oleos e Ceras
Fosfolipidos, Glicolipidos, Sulfolipidos,
Aminolipidos e Lipoproteinas
Acidos gordos, hormonas, vitaminas, acidos
Derivados biliares, esterdis, esteroides, alcoois e
hidrocarbonetos

Complexos

2. Fosfolipidos

Os fosfolipidos fazem parte da classe dos lipidos complexos, como
supramencionado. As principais caracteristicas que os tornam tdo importantes e Unicos
sd0 a sua estrutura e composicdo. Em cada fosfolipido é possivel encontrar sempre uma
“cabega” hidrofila, polar, com uma afinidade significativa para com a agua, e uma
“cauda” hidrofobica, apolar, com muita pouca afinidade com a mesma (Figura 10) [20,
21].

-
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$FP

\ I\ )
|

|
Cauda Hidrofobica Cabeca Hidrofilica

Figura 10 - Representacdo esquematica de um fosfolipido.
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A “cabega” hidrdfila é constituida por uma molécula de glicerina, um grupo
fosfato, e um grupo (X) que varia consoante o tipo de fosfolipido em questéo. Por outro
lado, a “cauda” hidrofébica é formada por duas cadeias hidrocarbonadas de acidos

gordos, iguais ou distintos (Figura 11) [20,21].

@]
[]
X—0—-P—0-CH,
I @]
-0 | Il
————HC ~ 0~ C~ CH,~ CH; -~ CHy -~ CHy - CH, ~ CH; -~ CHy -~ CHy -~ CH -~ CH; -~ CHy -~ CH,
Grupo
Fosfato ﬁ
HaC — O — € - CHz — CHj — CHy — CHy — CHy — CHy — CHy — CHy— CHy — CHy — CHy — CH,
\ , L I )
Glicerina Acidos Gordos
Zona Polar - Hidrofilica Zona Apolar - Hidrofébica

Figura 11 - Esquema representativo da estrutura de um fosfolipido, com um grupo caracteristico (x)
[20,21].

Existem diversos tipos de fosfolipidos naturais e sintéticos (Tabela 2) entre 0s
quais, 0s mais conhecidos sdo a fosfotidilcolina, fosfotidilserina e fosfatidiletanolamina
[20,21].

Tabela 2 - Exemplos de alguns fosfolipidos, suas abreviaturas e grupos substituintes (X) [20,21].

Designacgao Abreviatura Grupo caracteristico (x)
Fosfatidilcolina PC -CH2CHoN*(CHa)s
Fosfatidilserina PS -CH2CHNH3;"COO"

Fosfatidiletanolamina PE -CH>CHyNH3*
Fosfatidiacido PA -H
Fosfatidilglicerol PG -CH,CH(OH)CH-OH
Fosfatidilinositol Pl -HCsHs5(OH)s

O facto de estas moléculas apresentarem uma parte polar e outra apolar permite o
desenvolvimento de associacfes anfipaticas. Ou seja, quando entram em contato com a
agua, os fosfolipidos orientam-se espacialmente para formar diferentes estruturas que
promovem a interacdo das “cabegas” com a &gua e protecdo das “caudas” do contato
com a mesma [19,20]. Assim sendo, dependendo da concentracdo de fosfolipidos em

agua, da-se a formacao de bicamadas lipidicas, micelas ou lipossomas, (Figura 12) [20].

-13 -
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Figura 12 - Representacdo esquematica de uma bicamada lipidica, de uma micela e de um lipossoma.

2.1. Bicamadas lipidicas

As bicamadas lipidicas podem ser encontradas em todas em membranas celulares
e desempenham um importante papel nas mesmas, visto que, juntamente com as
proteinas e o colesterol formam as membranas plasmaticas (Figura 13) presentes em
todas as células eucariotas e procariotas [20].

Zona —[' |I|'|I|' [t |

II|
Hidrofbbica - JM AL

| Colesterol
Proteina Integral Proteina

(com canal)  Periférica

Figura 13 - Representacdo esquematica de uma membrana plasmatica de uma célula eucariota.

Como as bicamadas lipidicas sdo impermeéveis, a incorporacao das proteinas na
membrana plasmatica assegura o transporte das mais diversas substancias, atuando
como canais, em qualquer sentido, entre meios e células, um mecanismo essencial ao

seu normal funcionamento [20,21].

Em relacdo ao colesterol, como este é insolivel em 4gua e no sangue, €
transportado através da sua associacdo a proteinas e, uma vez na membrana plasmatica,
aloja-se na parte hidrofébica da bicamada lipidica, que confere a mesma uma maior
resisténcia e menor fluidez, o que contribui significativamente para a sua estabilidade
[20,21].

-14 -
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2.2. Micelas

Quando a concentracdo dos fosfolipidos em meio aquoso iguala ou ultrapassa a
concentracdo micelar critica (CMC), da-se a formacdo espontanea de micelas. As
micelas sdo estruturas que resultam da organizacdo dos fosfolipidos em esferas, com as
“cabegas” hidrdfilas viradas para fora, em contacto com o meio aquoso, e as “caudas”

hidrofébicas voltadas para dentro, protegidas da gua (figura 12) [22,23].

Normalmente as micelas estdo associadas aos surfactantes, que sao
maioritariamente compostos por fosfolipidos [22]. Este tipo de substancias ¢é
especialmente conhecido pela sua presenca nos mais variados produtos de limpeza,
como detergentes e sabonetes, e na inddstria cosmética onde sdo usadas em formulagdes

de cremes e logoes [23].

2.3. Lipossomas

Os lipossomas sdo constituidos por fosfolipidos, como anteriormente mencionado,
naturais ou sintéticos, que depois de hidratados em determinadas condic¢des, formam
espontaneamente vesiculas esféricas, nanométricas, com uma ou varias camadas, com o
intuito de anular as interacdes desfavoraveis entre as cadeias hidrofébicas de acidos
gordos e 0 meio aquoso envolvente, tal como as micelas [8-10]. Porém, os lipossomas
distinguem-se das micelas por conterem um compartimento intersticial, rodeado por
uma camada concéntrica de fosfolipidos (Figura 12) exatamente como se uma extensa

bicamada lipidica “se tivesse enrolado sobre si propria” para formar uma esfera.

Descobertos pelo cientista inglés Alec Bangham em 1960, os lipossomas podem
ser classificados quanto ao seu tamanho, nimero de bicamadas e organizacdo das
mesmas (Tabela 3) [8-10].
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Tabela 3 - Classificacdo dos lipossomas segundo as suas dimensdes e nimeros de bicamadas [8-10].

. ~ Diametro x fo
Designacéo (nm) Representagdo esquematica
SUV (Vesiculas Unilamelares 20-100 @
pequenas)
LUV (Vesiculas Unilamelares >100
grandes)
GUV (Vesw_ulas Unilamelares >1000
gigantes)
OLYV (Vesiculas 100-500 N
Oligolamelares)
MLV (Vesiculas N @
Multilamelares) >500
MV\_/ (V_e3|culas >1000 7] @
Multivesiculares) @@
Bicamada Lipidica (espessura de 3-4 nm) W

A formacdo de lipossomas em meio aquoso, no lugar de, por exemplo, micelas,
depende fundamentalmente da concentracdo e género de fosfolipido, e método de
producdo usados.

3. Lipossomas multifuncionais

Como foi ja referido, o colesterol tem uma propensao natural para se hospedar na
bicamada lipidica das membranas plasmaticas das células, conferindo-lhes uma maior
resisténcia mecénica e uma menor fluidez, essenciais a sua solidez. Assim sendo, e

tendo em conta que os lipossomas sdo formados por uma ou mais bicamadas lipidicas, a
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integracdo do colesterol nos mesmos permite, a partir do mesmo principio, aumentar a
sua estabilidade [11].

As vesiculas formadas por fosfolipidos com colesterol designam-se por
lipossomas convencionais (Figura 14). Estes lipossomas sdo ideais para transportar
drogas destinadas a vacinagdo ou quando existe a possibilidade de serem administrados

diretamente no local da infe¢&o ou inflamagéo [24].

iy — Lipossoma Convencional

J - Colesterol 4 - Substancia Hidrofilica encapsulada
Figura 14 - Representacdo esquematica de um lipossoma convencional.

Porém, os lipossomas convencionais detém um tempo de circulagdo no fluxo
sanguineo relativamente curto. Isto deve-se a sua forte tendéncia para se acumularem,
muito rapidamente nas células fagocitarias do sistema reticuloendotelial humano (RES),
depositando-se em seguida, no figado e/ou no bago, comprometendo o emprego de
lipossomas convencionais para o transporte de drogas destinadas a outros 6rgaos [24].

Os lipossomas modificados quimicamente sdo uma das vias preconizadas para
contornar as desvantagens dos homaénimos convencionais. As modificacbes podem ser
aplicadas na superficie dos lipossomas e/ou através de incorporacdo de moléculas que
permitam aumentar as funcdes basicas dos mesmos (Tabela 4) [24]. Estas alteracdes
ttm como principal objetivo desenvolver sistemas multifuncionais de libertacdo
controlada, que ndo sejam atacados pelas células fagocitarias, permanecendo na corrente
sanguinea, até se acumularem no local do organismo a que se destinam, quer se trate de

um tratamento, diagnéstico ou monitorizacao.
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Tabela 4 — Caracteristicas principais e aparéncia dos diferentes tipos de lipossomas modificados.

Lipossoma

Caracteristicas

Aspeto

Convencional

Sem modificagdo de
superficie.

Cadeias de um polimero
hidrofilico ligadas a
superficie, que conferem

A - Longa x '
. 2 protecdo ao lipossoma,
circulacdo
aumentando o seu tempo
de circulacédo na corrente
sanguinea.
Anticorpo ligado a
B - superficie, direcionando o
Imunogénico  lipossoma a um local
especifico do organismo.
Proteinas ou Péptidos
ligados a superficie dos
C. transportadores, desta
~ forma adquirem a
Penetracéo .
capacidade de penetrarem
Celular

as células, o que permite
a libertacéo intracelular
de substancias.

D - Catibénicos

Lipossomas com carga
positiva que se ligam a
moléculas negativas,
como ADN, para
transfecao.
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Particulas magnéticas
contidas no interior do SO )?({ X
lipossoma, que tornam o e) 7y, X
transportador sensivel _‘?‘\-

-

=

) - quando sujeito a um & o
E - Magnetico campo magnético Y 77, : \
externo. Podem ser L .

oo

usados como agente de ) adii
- Particula Magnetica

contraste numa imagem
de ressonancia magnética.

Metal pesado quelado
ligado ao lipossoma que
funciona como agente de
F - Metal contraste para
Pesado ressonancias magnéticas,
tomografias,

ultrassonografias e
cintilografias. X - Metal Pesado

3.1. Lipossomas de longa circulagéo (LLC)

O principal objetivo da criacdo de lipossomas multifuncionais e a propriedade
mais importante de qualquer nano-transportador é a sua longevidade. Para tal, foi
necessario criar uma nova abordagem para ultrapassar o problema da captacdo destas
estruturas pelas células fagocitarias, que permitisse manter os lipossomas no organismo,
por um determinado periodo de tempo, sem sofrerem qualquer tipo de ataque [8-10, 24].
Nessa linha, surgiram os lipossomas de longa circulacdo (LLC), que se caracterizam por
possuirem na sua bicamada lipidica cadeias de polimero hidréfilo [10]. O polimero
incorporado confere uma protecdo extra aos lipossomas, diminuindo a interacdo dos

mesmos com os diferentes componentes do sangue [24].

Através desta estratégia a natureza hidrofila da superficie dos LLC sofre um
aumento significativo que, consequentemente, resulta num fendmeno de repulsdo entre
0s mesmos e as células fagocitarias, evitando desta forma a sua retencdo pelas mesmas,
proporcionando assim um tempo de circulacdo na corrente sanguinea mais prolongado,

essencial para que os lipossomas encontrem o local de acumulacéo desejado.

A integracdo das cadeias de polimero na superficie dos LLC é feita a partir da
absorcdo fisica das mesmas ou através de ligagfes quimicas [20-21]. O polimero

selecionado deve ser biocompativel, solivel em meios aquosos, flexivel, imunogénico,
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antigénico, pouco toxico, com pouca tendéncia para se acumular no RES e ndo pode

interagir ou alterar as propriedades do composto a ser transportado [24,25].

Apesar de existirem inumeros polimeros que podem ser usados em LLC o mais
comuns é o poli(etileno glicol) (PEG). O PEG é comercialmente viavel e apresenta
todas as condices necessarias, inclusive com diferentes pesos moleculares, para ser
aplicado em sistemas de libertagdo controlada, em particular em LLC, proporcionando-
Ihes uma maior longevidade, in vitro e in vivo. O PEG n&o é biodegradével, sendo assim
excretado do organismo humano através do sistema renal. Atualmente ja existem
formulacbes de LLC com PEG no mercado para o tratamento de doencas cancerigenas
[24,25].

3.2. Lipossomas imunogénicos

O direcionamento de nano-transportadores para um local especifico do organismo
ndo € um conceito novo. Se o objetivo for, por exemplo, a libertacdo de um farmaco a
partir de lipossomas num local onde se situa um tumor, para que o farmaco seja
libertado apenas naquela zona, o pretendido € que a formulacdo seja encaminhada para a
area afetada e ai se acumule, imediatamente apds a sua entrada na corrente sanguinea
[24-26]. Para tal sdo usados anticorpos, folatos ou acUcares, que apresentem uma
afinidade especial com as células caracteristicas do local-alvo. Desta forma, surgiram os
lipossomas com anticorpos, designados por lipossomas imunogénicos ou
imunolipossomas [24-26]. Proporcionar a ligacdo entre os lipossomas e 0s anticorpos é
um procedimento simples, visto que habitualmente o anticorpo se liga covalentemente a
um dos grupos da membrana lipidica, sem afetar a integridade do lipossoma ou a
seletividade do anticorpo.

Os imunolipossomas podem também conter polimero, tornando-se assim
imunolipossomas de longa circulacdo, que conseguem dirigir-se ao sitio desejado do
organismo sem serem atacados pelo sistema reticuloendotelial, devido a sua seletividade
e longevidade. Nestes casos a propor¢cdo anticorpo/polimero deve ser selecionada
cuidadosamente e existe ainda a possibilidade de incorporar o anticorpo nas cadeias de
polimero (Figura 15) [24].
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Imunolipessoma de longa Imunolipossoma de longa
circulacio com anticorpo ligado circulacdo com anticorpe ligado a
a superficie do lipossoma uma cadeia de polimero

Figura 15 - Representacdo esquematica de Imunolipossomas de longa circulag&o.

3.3. Lipossomas de penetracéo celular

Apesar de os imunolipossomas de longa circulagédo conseguirem chegar intactos
aos locais desejados, em certos casos isso ndo é suficiente porque existem situacdes em
que a libertacdo deve ocorrer no citoplasma das células ou em determinados organelos
especificos. Para isso, existe a possibilidade de incluir nos lipossomas moléculas com
capacidade de penetracdo celular, como uma proteina ou um peptideo. O procedimento
consiste usualmente na selecdo de proteinas, que podem ser encontradas nas membranas
plasmaticas das células alvo, e incorporar nas mesmas grupos hidrofobicos que

permitam a sua absorcao fisica na superficie dos lipossomas [27].

Desta forma, depois de os lipossomas de penetracdo celular chegarem a zona de
interesse, as proteinas ligadas aos mesmos vao alojar-se nas membranas plasmaticas das
células e posteriormente sdo internalizadas por fusdo com a membrana plasmatica ou
endocitose (processo de absorcdo de material pelas células vivas), tornando exequivel a
libertacdo intracelular [24,25].

Existem lipossomas de longa circulacdo com anticorpos e/ou proteinas (Figura
16). Este lipossomas circulam na corrente sanguinea pelo tempo necessario, encontram
0 sitio especifico onde se devem acumular e séo internalizados. Este tipo de sistemas de
libertacdo controlada exigem uma coordenacdo apropriada para que no sangue a

capacidade de penetragcdo se mantenha inativada [24].
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LLC imunogénicao com LLC imunogénico com
LLC imunegénico com capacidade de penetracio celular | capacidade de penstragdo celular
capacidade de penetracdo celular| (anticorpe lizado a uma cadeia | (anticorpo ligado 4 superficie do
de polimera) lipossoma)

Figura 16 - Representacdo esquematicas dos diferentes tipos de Imunolipossomas de longa circulacéo
com capacidade de penetracdo celular.

Como mencionado anteriormente, a protecdo conferida pelos polimeros é
essencial para os LLC se manterem por mais tempo no organismo. Contudo, quando
estes se retnem no local desejado a sua presenca pode representar um problema,
sobretudo quando se pretende que os LLC sejam internalizados pelas células. Mesmo
com a capacidade de penetracdo celular proporcionada por uma proteina ou péptido, a
internalizacdo do lipossoma torna-se mais complicada com a presenca do revestimento
polimérico, e uma vez dentro da célula, pode dificultar a libertacdo do seu contetdo.
Como consequéncia, a libertacdo pode ser ineficiente ou dar-se fora do local pretendido,
causando a perda do composto encapsulado, comprometendo assim 0 seu proposito
[28].

Tendo em conta os aspetos apresentados, o ideal nestas situaces serd manter a protecao
facultada pelo polimero apenas até alcancar o sitio-alvo, ou seja, depois da acumulacao
no lugar adequado o lipossoma devera desfazer-se das cadeias de polimero. Para isso
existem algumas abordagens possiveis, uma delas é a utilizacdo de polimeros com
grupos sensiveis a variacdo do pH, que se degradam em meios acidos, ou a temperatura,
que se destabilizam em locais com uma temperatura acima da temperatura fisiologica
[28]. Depois de perda do polimero, a internalizacdo celular deve ser o mais rapida
possivel, de forma a evitar uma libertacdo precoce da substancia encapsulada antes de

encontrarem o local apropriado para o efeito [28].
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3.4. Lipossomas catidnicos

Os meétodos de tratamento ndo virais para doencas como o cancro ou a SIDA
sustentados pela técnica de transfecdo, denominados vulgarmente como terapia
genética, encontram-se em crescimento [29,30]. A transfecdo consiste basicamente na
insercdo propositada de ADN em células afetadas, para producdo de proteinas de
interesse ou introducdo de genes para alterar algumas propriedades das mesmas, com o

intuito de tratar ou retardar determinadas doencas [31].

O ADN é uma macromolécula constituida por uma série de acidos nucleicos que,
para efeitos de transfecdo, deve chegar ao citoplasma das células. Porém, devido ao seu
tamanho, o ADN é normalmente captado por endocitose, transferido em endossomas
seguindo para os lisossomas onde € degradado pela acdo enzimatica, sem nunca chegar
ao citoplasma. Este problema é recorrente nos meétodos ndo virais e impossibilita

completamente a sua aplicagéo [24,28-30].

O uso de lipossomas como sistemas de libertagdo controlada de ADN é uma das
opcdes para contornar a questdo da degradacdo. Tendo em conta que as moléculas de
ADN possuem uma carga negativa, os lipossomas usados neste tipo de formulacGes,
tém de ter um caréater positivo, de forma proporcionar a ligacdo entre ambos. Devido a
sua carga de superficie positiva este tipo de lipossomas sdo designados como catiénicos
[24,28-30].

Todavia, os lipossomas catiénicos por si s6s ndo sdo o suficiente para impedir a
degradacdo do ADN antes da sua libertacdo no citoplasma das células. Normalmente
este tipo de sistemas possui também cadeias de polimero para promover um maior
tempo de circulagcdo na corrente sanguinea e em alguns casos também anticorpos de
forma a direcionar os lipossomas ao sitio-alvo [24]. Para esta aplicacao, interessa que 0s
lipossomas passem pela endocitose com o polimero, pois dentro dos endossomas, onde
0 meio é &cido, as cadeias poliméricas sofrem uma forte protonacédo, que resulta numa
entrada de agua para o interior do endossoma, causando a sua desintegracdo e

consequente libertagdo do ADN no citoplasma, como pretendido [28].

Por outro lado, se na formulagdo dos lipossomas um tipo de fosfolipido sensivel
ao pH, uma vez dentro do endossoma, devido ao ambiente acido, a membrana lipidica
vai desintegrar-se e, ao interagir com a membrana do endossoma, acaba por destabiliza-

la também, promovendo a libertacdo desejada do ADN no citoplasma [28].
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Existe ainda uma terceira hipdtese que consiste em usar um polimero que seja
capaz de se fundir na membrana do endossoma ou na membrana plasmatica levando os

lipossomas diretamente para o citoplasma [28-30].

Devido a existéncia de varias opgdes de tratamento por transfecdo com recurso a
lipossomas, ha ja formulacGes desta natureza aprovadas e disponiveis no mercado, uma
delas é o Lipofectin®[28].

3.5. Lipossomas magnéticos e lipossomas com metais pesados

Para as areas de diagnéstico e monitorizacdo existem os lipossomas magnéticos e
os lipossomas com metais pesados. Mais uma vez, este tipo de lipossomas também pode
possuir polimeros hidréfilos e/ou anticorpos para promover a acumulagdo das vesiculas

no local-alvo do organismo [24,28].

Nos diagnosticos baseados em imagem € necessaria uma intensidade de sinal
suficiente para poder existir uma distingdo clara entre zonas sas e zonas afetadas. Para
isso, sdo injetados na corrente sanguinea agentes de contraste, com a capacidade de
interacdo com as possiveis células afetadas, de modo a que pequenas zonas e/ou lesbes
menores sejam diferencidveis [28]. A selecdo do agente de contraste € feita de acordo
com a especificidade da técnica de diagnostico ou monitorizacdo empregue e consoante
o local do organismo onde este se deve concentrar. Para que 0s agentes de contraste
cheguem integros ao sitio-alvo podem ser facilmente encapsulados em lipossomas [24].

Os lipossomas magnéticos em particular possuem particulas magnéticas que, pela
sua sensibilidade a campos eletromagnéticos externos, podem ser usados em
ressonancias magnéticas. Este tipo de lipossomas, com particulas de éxido de ferro, sdo
muito usados no diagndstico e tratamento de tumores linfaticos devido a facilidade que

possuem em entrar no sistema linfatico [28-32].

Por outro lado, existem os lipossomas com metais pesados que podem ser

utilizados em ressonancias magnéticas, tomografias, ultrassonografias e cintilografias.

O procedimento de producdo dos mesmos inclui a quelacdo dos metais a partir de
um quelante soltvel, sendo posteriormente encapsulados nos lipossomas. Podem
também ser modificados quimicamente para possuirem grupos hidrofobicos capazes de
se alojarem na bicamada lipidica permanecendo assim na superficie dos lipossomas [28-
32].
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4. Producao de lipossomas

A mais conhecida, antiga e expedita técnica de producdo de lipossomas € a de
hidratacdo do filme lipidico, ou Método de Bangham. Consiste essencialmente na
dissolugéo de fosfolipidos num solvente organico, posteriormente evaporado, de forma
a dar origem a um fino filme de lipidos, que depois de hidratado com um tampéo e
devidamente condicionado, com agitacdo e temperatura adequadas, d& origem a

populacdes uniformes de vesiculas lipidicas [33,34].

Outros métodos foram surgindo ao longo das décadas, como a técnica de
evaporacao de fase reversa. Esta também conta com a dispersdo dos fosfolipidos num
solvente organico, mas depois da evaporacdo desse primeiro solvente e formacdo do
filme lipidico, sdo novamente dissolvidos num segundo solvente organico. A esta
solugcdo na presenca de um fluxo continuo de azoto permitindo assim a formacdo dos
lipossomas, principalmente LUV e OLV. No final, o solvente organico é removido por

evaporacao a partir da injecdo continua de azoto [33,34].

Para a preparacao de lipossomas de tamanhos mais reduzidos, SUV, sem recorrer
a extrusdo ou sonicacdo, 0 método mais indicado é o de injecdo de solvente. Neste
método a solucdo de fosfolipidos, num solvente orgénico, é injetada no tampéo,
promovendo assim a formacdo dos lipossomas. Se o solvente organico for imiscivel
com o tampdo, os lipossomas s6 se formam depois da evaporacdo do mesmo. O
solvente organico pode ser evaporado no final do processo ou pode evaporar a medida
que a solucdo de fosfolipidos €é injetada no tampdo, desde que este Ultimo se encontre a
temperatura de evaporacgdo do solvente em questdo. A segunda opcdo de evaporacdo do
solvente organico ¢ preferivel porque é mais rapida, permite uma menor contaminacgédo

do produto final e menos gastos energéticos [33,34].

Por outro lado, se o objetivo for a producéo de lipossomas com um grande volume
intersticial, o0 método de dialise € o mais apropriado. Os fosfolipidos sdo solubilizados
numa solucdo de detergente, e s6 depois da remocdo controlada do detergente por
diélise € que se da a formagdo dos lipossomas. Esta técnica é raramente usada por ser

extremamente dispendiosa [33,34].

Todos o0s métodos apresentados destinam-se a producdo descontinua de
lipossomas em pequena escala, para laboratorio por exemplo. A escala industrial sdo

usadas técnicas diferentes, muitas delas baseadas nos métodos anteriormente descritos,
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enquanto outras utilizam, por exemplo, spray-drying, freeze drying ou microfluidizacéo
[33,34].

Uma das maiores desvantagens do uso de lipossomas, e também o seu maior
entrave, € a producdo em grande escala, num volume consideravel, porque quanto maior
o lote menor é a uniformidade dos lipossomas produzidos, devido a sensibilidade dos
fosfolipidos a pequenas variacdes das condi¢bes externas como a temperatura, agitacao
ou tempo de incubacgéo [28,29]. Assim, ndo tém cessado os esforgos para encontrar um
método capaz de produzir lipossomas, continuamente, com o maximo de controlo
possivel, em termos de tamanho e nimero de camadas lipidicas. Algumas técnicas
mostram-se uma mais-valia em relacdo a eficiéncia de encapsulagdo dos lipossomas,
outras no controlo da homogeneidade dimensional ou concentragdo de lipidos, enquanto

outras sao menos dispendiosas, mais simples e menos demoradas [33,34].

5. Caracterizacdo de lipossomas

Para que uma formulacao de lipossomas seja clinicamente aprovada necessita de
uma caracteriza¢do completa que dé a conhecer a sua qualidade e potencial como futuro
SLC.

5.1. Tamanho e homogeneidade

Como visto anteriormente, o tamanho e homogeneidade dos lipossomas €
extremamente importante para poderem vir a ser usados como nano-transportadores.
Assim, os primeiros pardmetros a serem avaliados sdo o didmetro médio e
dispersividade. O didmetro médio dos lipossomas deve encontrar-se entre os 100-400

nm e a dispersividade ndo deve ultrapassar os 0,400 (numa escala de 0-1).

Existem diversas técnicas que podem ser usadas para a medicdo destas variaveis,
entre elas tem-se a microscopia eletronica de transmissdo (TEM),), a microscopia de
forca atdbmica (AFM), o fracionamento em escoamento (FFF), e a dispersdo de luz
dindmica (DLS) [33]. Outro parametro muito utilizado para prever a estabilidade das

formulacdes, é o potencial zeta (zP).
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5.2. Potencial Zeta

O zP é medido através do movimento das particulas, encontrando a diferenca
entre a tensdo elétrica e, neste caso, a superficie dos lipossomas em meio aquoso. Se a
carga for muito baixa ou quase neutra, vai existir uma tendéncia para a formacao de
agregados. Por outro lado, se a carga for suficientemente positiva, > +30mV, o0s
lipossomas vdo manter-se em suspensdo sem interagcdes ou criagcdo de aglomerados, o
que também se verifica se a carga for consideravelmente negativa, < -30mV, porque 0s
mesmos vao sofrer um fendmeno de repulsdao que os ira manter afastados uns dos

outros, assegurando a estabilidade [33].

5.3. Eficiéncia de encapsulagéo e Perfis de Libertacdo

A avaliacdo da capacidade de encapsulacdo e libertacdo das formulacdes € outro
parametro a avaliar. Para tal é necessario determinar percentagens de eficiéncia de

encapsulacdo (EE) e perfis de libertacao.

A EE define-se como a percentagem de encapsulante encontrada na solucéo final
de lipossomas em relacdo a quantidade inicial de solucdo encapsulada colocada em
contato com os mesmos. Este parametro depende essencialmente do tipo de fosfolipido
e tampdo usados nas formulacdes e do método de producdo usado. Quanto mais elevada
for a EE, maior é o potencial dos lipossomas como SLC.

A encapsulacdo de substancias por lipossomas pode ser alcancada hidratando o
filme de fosfolipidos com uma solucdo de encapsulante em tampdo, antes da sua
formagéo, ou introduzindo uma solucdo concentrada de encapsulante depois de
formados. Neste caso o encapsulante vai migrar para o espaco intersticial dos mesmos

por difusdo provocada pelo gradiente de concentracao.

De uma forma ou de outra, no final da encapsulacdo, para conhecer a EE e 0s
perfis de libertacdo, é necessario proceder a separacao entre a solucdo de lipossomas
encapsulados e a solucdo de encapsulante livre, através de centrifugacdo,
ultracentrifugacédo ou diélise [32]. Em seguida, as amostras sdo colocadas num ambiente
propicio & libertacdo e a quantidade de solucéo libertada é medida ao longo do tempo
(minimo 24 horas) para gerar os perfis de libertagdo. Por fim, o terceiro passo
compreende o colapso dos lipossomas e medicdo da quantidade total de solucgéo

encapsulada. As medigdes podem ser feitas através de espectrofotometria,
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espectroscopia de fluorescéncia ou por métodos baseados em enzimas ou eletroquimica,

consoante a natureza do encapsulante.

A EE pode também ser expressa como a quantidade molar de encapsulante por
mole de lipido (concentracdo molar da solucdo encapsulada final/concentragdo molar de
lipidos), ou em mg de solucdo encapsulada por mM de lipidos, ou ainda em pL de

solucdo encapsulada por umol de lipidos [33].

5.4. Concentracdo de lipidos

Independentemente da forma como se expresse a EE, é essencial conhecer a
concentracdo de lipidos nos lipossomas. Para tal, os mesmos podem ser analisados por
técnicas cromatograficas ou utilizando reagentes, acidos ou enzimas, que desencadeiam
reacOes, que por sua vez, levam a formacdo de produtos especificos. Estes podem ser
medidos com recurso a espectrofotometria, tornando possivel chegar aos valores de

concentracdo de lipidos com expressdes matematicas que relacionem ambos [33].

5.5. Citotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade ddo informacdo acerca da biocompatibilidade das
formulacBes de lipossomas, para isso é analisada a taxa de crescimento celular na

presenca dos mesmos.

Depois da cultura de células vivas ser devidamente marcada com corante, €
exposta as amostras de lipossomas, em diferentes concentragdes, sendo posteriormente,

medida a sua absorvancia, ao longo do tempo, com recurso a espectrometria.

5.6. Conservacéo

A estabilidade dos lipossomas durante 0 armazenamento é um fator crucial que,
caso ndo se verifique, pode por em causa a utilizacdo dos mesmos como SLC. Quando
armazenados, os lipossomas devem ser capazes de preservar as suas propriedades fisicas
e quimicas e a0 mesmo tempo manter a substancia que contém encapsulada. Desta
forma, para que a caracterizacdo de uma formulacdo de lipossomas seja completa é

essencial que passe por um estudo de conservacao.

Durante o armazenamento 0s Iipossomas procuram formas de encontrar 0 menor

estado de energia possivel, pelo que tendem aa formar aglomerados que d&o origem a
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vesiculas de maiores dimensdes, além do que é pretendido. A alteracdo do tamanho
médio dos lipossomas pode assim alterar o desempenho das formulagdes no momento
da administracdo. Tendo isto em conta, o controlo dos tamanhos medios dos lipossomas

é um bom indicador da sua estabilidade durante o periodo de armazenamento.

Contudo, para analisar a estabilidade dos lipossomas é necessario ter outros
aspetos em conta, como, por exemplo, a libertagdo precoce do composto encapsulado,
sem alteragdes percetiveis dos didmetros médios dos mesmos. Este problema encontra-
se relacionado com os acidos gordos presentes nos fosfolipidos, que podem desencadear
reacOes de oxidacdo, que por sua vez resultam numa libertacdo indesejada. Assim
sendo, um controlo, ao longo do tempo, da quantidade de encapsulante na solucdo de
lipossomas armazenados pode revelar a sua capacidade/incapacidade de retencdo da

mesma.

Por ultimo, pode ainda ocorrer outro fendmeno que coloque entrave ao emprego
dos lipossomas como SLC depois de armazenados: o aparecimento de bactérias. Com
isto, para que o estudo de conservacdo dos lipossomas seja completo, devem ainda

passar por um controlo de estabilidade microbiana [33].

6. Polimeros

Um polimero define-se como uma macromolécula que resulta da ligacdo de
moléculas menores, 0s mondmeros. A reacdo quimica envolvida na sintese deste tipo de
moléculas designa-se por polimerizacdo. A complexidade e a estrutura dos polimeros
encontram-se diretamente relacionadas com o tipo de mondmero, ou monoémeros,

empregues na sua sintese [35,36].

Os polimeros podem ser classificados com base na sua estrutura (grupos
funcionais), forma (linear, ramificado, reticulado), composicdo (homopolimero ou
copolimero aleatério, de bloco, de gradiente ou enxerto), método de polimerizagdo e/ou
processamento ou quanto a sua capacidade de deformacdo (termoplasticos ou
termofixos) [35,36].

6.1. Mecanismos de Polimerizacao

O mais conhecido e simples mecanismo de polimerizacdo é designado por reacéo

gradual e caracteriza-se principalmente por dar origem a oligdbmeros, homopolimeros e
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copolimeros aleatérios, de longa ou curta cadeia, como poliésteres, poliamidas e

poliuretanos [35,36].

Outro tipo de polimerizacdo, igualmente importante, é a polimerizagdo em cadeia,
ou simplesmente, crescimento em cadeia. Este mecanismo baseia-se na utilizacdo de
compostos ativos, que atuam como iniciadores e que, por decomposi¢do formam, por
exemplo, radicais livres (polimerizacdo radicalar), ou espécies idnicas (polimerizacao
ionica), que atacam um monomero e desencadeiam o crescimento das cadeias

poliméricas por ligacGes sucessivas [35,36].

6.2. Polimerizacéo radicalar livre

A polimerizacdo radicalar livre é um processo que permite atingir altos pesos

moleculares para baixas percentagens de conversao.

Contempla trés fases distintas: iniciacdo, propagacao e terminacao (Figura 17). Na
iniciacdo da-se a dissociacdo do iniciador (I) em duas espécies radicalares e, em
seguida, um desses radicais associa-se a um dos monoémeros (M) disponiveis. No final
da iniciacdo ocorre a propagacdo, etapa em que sdo adicionados mondémeros a cadeia
através dos radicais e que cessa quando deixa de existir mondémero. Por fim, sucede a
terminacdo, por combinacdo, duas cadeias em propagacdo com radicais livres que se
combinam, ou dismutacéo, transferéncia de eletrdes entre duas cadeias em propagacgéo

com radicais livres [35-38].

Dissociagio: [ — 1 — 2] »

Associaco: e+ M =1 — M«

F—

Iniciacao —

e

Propagacao . [ —Me+nM —=1—M,

Combinacdo: | —M, e+ —-M_ e—I—-—M . —1I
Dismutacido:] —M, » +1 —M_ = 1—M, + 1 —M,_,

Terminacao

.

Figura 17 - Representacdo esquematica das diferentes etapas do mecanismo de polimerizacéo radicalar
[35-38].
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A polimerizacdo radicalar livre, para além de permitir a producéo de polimeros de
elevado peso molecular, suporta também utilizacdo de diferentes condi¢des de reacao,
em amplos intervalos de temperatura e funciona com uma vasta lista de grupos
funcionais. Contudo, apresenta também desvantagens, como reduzido controlo sobre
algumas caracteristicas dos polimeros, entre elas, o peso molecular, a polidispersividade

(P), a funcionalidade, a forma e constituicdo da cadeia [35,36].

6.3. Polimerizacéo radicalar viva

A polimerizacdo viva distingue-se da polimerizacdo radicalar livre porque néo
possui reagdes de terminacdo. A utilizagdo deste tipo particular de polimerizagdo nao é

muito frequente porque em termos de custo/beneficio é pouco vantajosa.

As limitacGes da polimerizacdo viva tém suscitado o estudo e desenvolvimento de
mecanismos de polimerizacdo alternativos, baseados nas mesmas linhas mas que
permitam de alguma forma controlar as propriedades finais dos polimeros. Assim surgiu

a polimerizagdo radicalar Viva (LRP), um caso paradigmatico.

O sucesso da LRP encontra-se relacionado com duas exigéncias extra, que ndo se
verificam na polimerizacdo radicalar livre. Primeiro, o iniciador que origina os radicais
tem de ser totalmente consumido e, segundo, a velocidade de ativacdo das espécies
dormentes tem de ser superior a velocidade de desativacdo das espécies ativas (Figura
18). Desta forma, todas as cadeias poliméricas iniciam o seu crescimento ao mesmo
tempo, a uma velocidade muito proxima, o que reduz substancialmente a probabilidade

de terminacéo.

k

ativacio

P—X PeUkr + X »

kdesn_ tivacio

Figura 18 - Representacdo esquematica do equilibrio dindmico, de ativacdo/desativacao de espécies
presente em LRP [34,35].

Independentemente das técnicas e mondémeros empregues existem consideragdes
que descrevem uma LRP: cadeias continua a crescer sempre que for acrescentado mais
monomero, crescimento linear do grau de polimerizacdo com a conversao e cinética da
reacdo de primeira ordem em relacdo ao mondmero, controlo de pesos moleculares e
baixa dispersividade [35-38].
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6.4. Mecanismos de LRP

Manter o equilibrio, entre as espécies ativas e dormentes presentes nas reagdes de
polimerizacdo, é essencial para o éxito da mesma. Assim sendo, existem diferentes
técnicas de LRP que se distinguem entre si através do método que adotam nesse sentido.
As estratégias praticadas baseiam-se no género de equilibrio dindmico exercido, se se
trata de uma ativacao/desativacao reversivel de radicais ou de um processo degenerativo

de transferéncia reversivel de cadeia.

No primeiro caso, durante a polimerizacdo, dao-se terminacdes entre radicais.
Desta forma, existem mais espécies desativadoras do que radicais em crescimento, 0
que resulta num deslocamento do equilibrio no sentido inverso, o0 que,
consequentemente, se faz notar nas propriedades finais do polimero, porque havendo
menos radicais a probabilidade de terminacdo diminui e o controlo sobre a
polimerizagdo aumenta. Este fendmeno é conhecido como o efeito de radical persistente
(PRE). As mais reconhecidas técnicas de PRE sdo a ATRP e a Polimerizacdo Radicalar
Livre Estavel (SFRP) [35-38].

Por outro lado, se o equilibrio é afetado pelo mecanismo reversivel de
transferéncia de cadeia, a quantidade de radicais ndo sofre alteracbes, o que torna
indispensavel o uso de um iniciador de radicais e o equilibrio é sustentado a partir de
agentes de transferéncia de cadeias durante o crescimento das mesmas. Neste caso as
técnicas de LRP mais usadas sdo a Polimerizacdo de transferéncia de cadeia por
fragmentacdo reversivel de adicdo (RAFT) e a Polimerizacdo de transferéncia de cadeia
degenerativa (DCT) [35-38].

Neste estudo, 0 mecanismo selecionado, para a sintese de polimeros por LRP, foi
0 ATRP.

6.4.1. ATRP

Para um maior controlo do peso molecular dos polimeros durante toda a reacao de
polimerizacdo é necessario atingir o equilibrio dindmico o mais rapidamente possivel.
Para tal, na grande parte dos casos, recorre-se ao ATRP, método que que, com 0s
catalisadores certos, permite controlar polimerizagdes de monomeros como estirenos,

metacrilatos, acrilatos e acrilamidas [35-38].
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Para empregar a ATRP é necessario um metal de transicdo (Mt"), um ligante (Lg)
e um haleto de alquilo (iniciador). O elemento responséavel pela transferéncia de um
atomo halogenado (X) a um complexo de propagacdo macroradical € o complexo de
metal de transicdo (Mt"/L) (Figura 19) [35-38].

klff‘
kﬂﬁua;‘ﬁo +M
P — X+ M!/Ligante " Pe+X—MP/Ligante
desativacio

Figura 19 - Representa esquematica do equilibrio dindmico alcancado entre espécies ativas e dormentes
em ATRP [35-37].

O ligante atua como controlador da reatividade dos catalisadores selecionados,

que sdo dissolvidos no solvente, a partir do complexo formado entre 0 mesmo e o

composto metalico [35-38]. Como o elemento metalico sofre reducdo, existe na reacdo

uma quantidade muito maior de espécies dormentes do que espécies ativas (equilibrio

redox), que resulta numa concentragdo de radicais ativos muito reduzida, tornando a

ocorréncia de terminacdes muito pouco provavel [35-38].

Usualmente a reacdo inicia-se quando se formam os radicais (cadeia halogenada
ativa) e um complexo metélico oxidado (espécie desativadora). Posteriormente, da-se a
formacdo de espécies dormentes, através do ataque dos radicais as unidades de
monomeros ou aos complexos metalicos com um maior estado de oxidacédo,

estabelecendo-se assim o equilibrio dinamico procurado [35-38].

Metais de transicdo como o ruténio, cobre, ferro e niquel sdo os catalisadores mais
utilizados em ATRP [30-32]. Como o cobre é barato, muito reativo e facil de manusear,
¢ um dos metais mais empregues como catalisador neste tipo de mecanismos [30-32] e
foi também o selecionado para este estudo. Assim, o Cu(0)/ligante foi o complexo de
menor estado de oxidacdo eleito, que gera um outro complexo com maior estado de
oxidacdo, o Cu(Il)Br2/ligante, ao libertar o &tomo halogenado terminal do iniciador ou

da cadeia polimérica [35-38].
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1. Materiais

Os compostos/materiais seguintes foram utilizados conforme adquiridos:
Colesterol (CHO) (Sigma-Aldrich; 95%), Brometo de 2-bromoisobutirilo (2-BiB) (Alfa
Aesar, 97%), Tris (2-aminoetil) amina (TREN) (Aldrich, 96%), solugdo de Formaldeido
(Sigma-Aldrich; reagente ACS, 37% em peso em H20), Acido foérmico (Sigma-
Aldrich; ACS reagente; >88,0%), Brometo de cobre (1I) (CuBr2) (Acros Organics,
99+% +extra puro; anidro), Cobre de valéncia zero (Cu(0)) (Aldrich, 99,9%, em fio),
Acido trifluoroacético (TFA) (VWR Chemicals, 99%), Lecitina (LC) (Acros Organics,
granular), Estearilamina (ST) (Acros Organics, 90%), Tetraidrofurano (THF) (VWR
Chemicals, 99,6%), Tolueno (Fisher Scientific, 99,9%), Etanol (Panreac, 96%), Hexano
(VWR Chemicals), Acetato de etilo (Fisher Scientific, 99,9%), Metanol (Sigma-
Aldrich; 99,8%, anidro), Eter dietilico (Panreac, 99,7%), Cloroférmio (VWR
Chemicals, 99,4%), Sulfato de sodio (Sigma-Aldrich; reagente ACS, >99,0%, po
anidro) e a Trehalose Dihydrate (TR) (Acros Organics, 99%).

A Trietilamina (TEA) (Merck, 99%), o Diclorometano (CH:Cl) (VWR
Chemicals) e o Dimetilsulféxido (DMSQO) (VWR Chemicals, 99,7%) foram destilados

antes de serem utilizados previamente destiladas para a sua utilizacao nas sinteses.

O Terc-butil acrilato (tBA) (Alfa Aesar, 99%) foi purificado em colunas de silica-

alumina antes do seu emprego nas polimerizac6es, para remoc¢do dos estabilizantes.

O 4-(dimetil amino)piridina (DMAP) (Merck, 99%) foi previamente recristalizado

em tolueno.

As solucbes tampdo de fosfato salino (PBS) e de Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfonico (HEPES) (Fisher Scientific) a 50 mM, em agua MilliQ,

foram também previamente preparadas.

O N-ciclohexil-N'-(2-morfolinoetil)carbodimidameto-p-toluenossulfonato (CME-
CDI) (Fluka, 97%), a Etilenodiamina (EDA) (Merck, 99%), o Cloreto de sodio (NaCl)
(Sigma Aldrich, 99%), o Hidroxido de sodio (NaOH) (Panreac; pellets), o Acido
cloridrico (HCI) (José M. Vaz Pereira, LDA, 37%), o hidrogenofosfato de sodio
(Na2HPOQO4) (Sigma), o hidrogenossulfato de potassio (KH2POs) (Merck), o Triton X-
100 (Sigma Aldrich) e a Calceina (Acros Organics), foram utilizados como adquiridos

para o preparo das solugbes de CME-CDI e EDA, ambas em HEPES e a 100 mM, na
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solucdo saturada de NaCl, nas solucdes de NaOH e HCI a 0.01 M, na preparacdo do
PBS a 0.01 M, a solucdo de Triton X-100 a 10 % (v/v) e na solucdo de calceina em
HEPES a 60 mM.

O THF deutorado (dsTHF) (Euriso-Top, 99,5%) e o CLF deutorado (CDCls)

(aldrich, 99,8%) foram utilizados como adquiridos na preparacdo de amostras.

2. Equipamentos
Lista de equipamentos utilizados neste trabalho:

e Balanca de precisdo: Sartorius da Entris;

e Vortex: Speed da VWR Internacional;

e Centrifuga: Universal 32 da Hettich;

o Liofilizador: Alpha 1-2 LD Plus da CHRIST;
e Medidor de pH: Inolab da WTW;

e Incubadora: Laboshake da Gerhardt;

3. Técnicas

3.1. GPC

Para avaliar a distribuicdo de pesos moleculares e dispersividade dos polimeros
sintetizados foi utilizando um Viscotek (GPCmax VE2007). Este equipamento usa a
técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) determinar o peso molecular
médio numérico (Mn) e peso molecular médio ponderal (Mw) através da separacdo de

moléculas com base no seu raio/volume hidrodinamico [39].

As amostras, dissolvidas em THF, foram injetadas e passaram por diferentes
detetores, depois de separadas por tamanhos, em varias colunas de material polimérico
reticulado. O caudal de THF, a 30 °C, foi mantido a 1 mL/min com o auxilio de uma
bomba de HPLC. Os parametros dos polimeros foram analisados com o auxilio de uma
curva de calibracdo obtida através de padrdes de poliestireno, de peso molecular e

polidispersividade conhecidos, e o software OmniSEC.
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3.2. RMN

Para determinar a estrutura quimica dos polimeros sintetizados neste trabalho
usou-se um Espectrometro (400 Hz) de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), técnica

corrente no estudo da estrutura e composicéo dos mais variados compostos [40].

A técnica de RMN pode ser empregada em solidos, soluc@es ou liquidos. No caso
das solucGes, os solventes sdo habitualmente deuterados (D.O, CDCIs, dsTHF ou

dsDMSO) para que o risco de interagdo com as amostras seja minimo [41].

Os espectros de RMN, gréaficos de voltagem induzida em funcéo do varrimento de
campo magnético, resultam da aplicagdo num campo magnético sobre as amostras,
seguido da incidéncia de campo de radiofrequéncia. A excitagdo dos nucleos é detetada
aumentando o campo magnético que se faz sentir no campo de radiofrequéncias, pela

absorcéo de uma determinada quantidade de energia [41].

Os pesos moleculares foram determinados por integracdo de dois picos dos
espectros medidos, um caracteristico do mondémero e outro polimero, no software

MestRenova®

3.3. FTIR-ATR

Os espectros de infravermelho do CHO, CHO-Br, CHO-PtBA e CHO-PAA, outra
forma de analise qualitativa dos polimeros obtidos, foram coligidos num equipamento
FT/IR-4200 da Jasco Analytical Instruments, através da técnica de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-

ATR), com o auxilio do software Spectra Manager.

A técnica de FTIR-ATR usa uma base de dados com espectros de absorvancia de
compostos padrdo, com concentracdes e composicdo conhecidas, a partir dos quais,
através do método dos minimos quadrados e da Lei de Beer, identifica os espectros de
absorvancia das amostras analisadas, por comparacao da area/altura dos picos do gréfico
[42-44].

Esta técnica é correntemente utilizada para analisar pds devido a sua simplicidade
e eficacia. Para além disso, para obter resultados, necessita apenas de uma pequena
quantidade de amostra (5-10 mg), que pode ser recuperada no final da anélise, visto que
néo é degradada durante a realizagdo da mesma [42-44].
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3.4. DLSelLDM

Para avaliar o tamanho, polidispersividade e potencial zeta dos lipossomas
formulados foi utilizado um Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments, que permite
analisar os parametros indicados sob a influéncia de diferentes temperaturas, até 120 °C
[44]. Este equipamento baseia-se na técnica de DLS para examinar particulas com
didmetros entre 0.3-10 000 nm. A técnica referida mede a dispersao das particulas, que
se movem segundo 0 movimento browniano e, recorrendo a relacdo de Stokes-Einstein,
converte essa grandeza numa distribuicao de tamanhos. A sensibilidade da técnica deve-
se a presenca do sistema NIBS (Non-Invasive Back Scatter technology), que maximiza a
detecéo da luz dispersa [45].

Por outro lado, para medir o potencial zeta de suspensdes das formulacdes de
lipossomas, o0 instrumento usa a técnica de LDM (Laser Doppler Micro-
electrophoresis). Esta mede a velocidade das particulas sob um campo elétrico, através
de um método patenteado, denominado por M3-PALS (Phase analysis Light
Scattering), que permite o calculo da mobilidade eletroforética, que corresponde a um

determinado valor de potencial zeta [45].

3.5. Espectrofluorimetria

Para tracar os perfis de libertacdo e calcular as EE (%) das formulagdes de
lipossomas testadas, foi utilizado um espectrometro com médulo de Fluorescéncia. Este
equipamento é formado por uma unidade ScanSpec Fluorescence — VIS da ScanSci,
uma fonte de luz DH-2000 da Ocean Optics, um suporte de cuvetes com duas fibras
Gticas da ScanSci, numa configuracdo a 90°, e um controlador de temperatura da
Quantum Northwest [46].

A técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia, ou simplesmente
Espectrofluorimetria, permite obter espetros de absorcdo que representam a intensidade
da luz emitida em funcdo dos comprimentos de onda medidos, usando para tal a Lei de
Beer-Lambert [47].

A fonte de luz passa pela primeira fibra ética, incide na amostra, e a luz emitida
pela mesma é levada pela segunda fibra oOtica até ao espectrofluorimetro, onde € lida. As
informacdes recolhidas pelo espectrofluorimetro dao origem aos espetros de absorcao,

processadas em computador pelo software SpectraScan. Selecionando o comprimento
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de onda de excitacdo da substancia de interesse o software fornece a intensidade de luz

emitida em fungéo do tempo [47].

3.6. TEM

Para conhecer a morfologia dos lipossomas desenvolvidos utilizou-se a técnica de
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), através de um equipamento JEOL JEM
1400, com uma camara da Gatan SC1000 OriusTM CCD.

As amostras sao colocadas em grelhas com um revestimento de carbono para que

a luz seja capaz de as trespassar.

Esta técnica usa como fonte de luz um feixe de eletrdes que apresenta um
comprimento de onde muito inferior ao da luz normal, o que permite uma resolugéo

também muito superior [48, 49].

O processo da-se no interior de uma coluna de vacuo onde um feixe de eletrdes
muito fino incide na amostra, passando em seguida por um conjunto de lentes
eletromagnéticas antes de atingir um ecrd fluorescente que se encontra na base da
mesma coluna. Nesse ecrd surgem as imagens das substancias (células, particulas,
lipossomas) analisadas. Normalmente, para um maior contraste nas imagens finais, as
amostras sdo colocadas em contacto com substancias radioativas antes das analises em
si. O equipamento contém ainda uma camara que permite tirar fotografias
microscopicas a partir das quais, posteriormente, é possivel fazer medi¢es mais exatas
das particulas [48, 49].

3.7. Testes de citotoxidade

Para avaliacdo da citotoxidade dos CLP foi utilizado um método colorimétrico
com o corante MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio), que permite medir quantitativamente da viabilidade celular
[49, 50]. Este corante é usado com o PMS (fenazina metosulfato), e é reduzido apenas
pelas células vivas através da atividade enzimatica das desidrogenases mitocondriais,

associadas ao NADPH e ao NADH, dando origem a cristais de formazano [50, 51].

Os cristais coloridos, de cor parpura, que se formam no interior das células podem
ser quantificados a partir de espectrofotometria, visto que a intensidade da coloracao €
proporcional a quantidade de cristais formados [50, 51].
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Este método é vantajoso em relagdo a outros do genero porque 0s cristais
formados sdo sollveis em &gua, ndo sendo assim necesséria a utilizacdo de solventes

organicos [50, 51].

4. Métodos

4.1. Sintese do cholesterol-2-bromoisobutirato (CHO-Br)

A sintese do iniciador, CHO-Br, consistiu na esterificacdo do CHO com Brometo

de 2-bromoisobutirilo (2-BiB), com base em informagao da literatura [11].

Resumidamente, num bal&o de fundo redondo, de 500 mL, com trés tubuladuras,
condensador, agitador magnético, entrada e saida de azoto e uma ampola de adicéo,
foram introduzidos 50 mL de CH2Cl, destilado, com 4,6 g de DMAP recristalizado em
tolueno, e 3,5 mL de trietilamina (TEA), previamente destilada a vacuo, num banho a
0 °C. De seguida, foram adicionados gota-a-gota mais 50 mL de CH.Cl, destilado e 7,7
mL de 2-BiB, gota-a-gota, tornando amarela a solucdo resultante. Por fim, foram
inseridos, também gota-a-gota, e 0 mais lentamente possivel, 250 mL de CH2Cl> seco
com 4,8 g de CHO dissolvido. A reacdo deu-se em atmosfera inerte, a 27 °C por 20

horas, tendo sido obtido um liquido translucido acastanhado.

Todos 0s passos descritos anteriormente necessitaram de uma entrada e saida
continua de azoto de forma a proporcionar uma atmosfera inerte, essencial, no interior
do baldo. Quando a ampola ficou vazia, foi devidamente removida, o baldo foi isolado e
a entrada e saida de azoto dispensadas. A reagdo deu-se a 26 °C por 20 horas. A solucédo
conseguida tratou-se de um liquido translucido acastanhado.

De forma a remover os residuos de TEA e 2-BiB, procedeu-se a lavagem da
mistura reacional resultante com uma solucdo saturada de NaCl. Em seguida, num
evaporador rotativo, cerca de metade do solvente presente foi evaporado. Depois disto,
o iniciador foi precipitado em etanol, filtrado e colocado a secar, numa estufa a 40 °C,
com vacuo. Por ultimo, o produto obtido foi recristalizado em etanol/acetato de etilo

(0,5:9,5), e foi novamente filtrado e seco, nas mesmas condigdes.

Por altimo, foi ainda feita uma recristalizacdo em etanol/acetato de etilo (0.5:9,5),
e uma nova filtracdo e secagem, nas mesmas condi¢fes. O aspeto do iniciador apés

secagem pode ser descrito como um pé branco de baixa densidade. Para verificar que a
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sintese correu da forma esperada, o iniciador foi ainda analisado por H-RMN e FTIR-
ATR (Apéndice A).

4.2. Sintese do tris[2-(dimethylamino)ethyl]amine (MesTREN)
A sintese do MesTREN foi feita com base em informacéo da literatura [17].

A uma mistura equimolar, de TREN e &gua destilada, de 20 mL, num banho a
0 °C, foi adicionada gota-a-gota uma solucdo formada por 50 mL de formaldeido e 50
mL de acido formico a um baldo de 250 mL, com agitacdo. O passo seguinte consistiu
em manter a solucdo resultante em refluxo, por 12 horas, a uma temperatura de 95 °C e
atmosfera inerte, do qual se obteve um liquido acastanhado. De forma a remover as
fracGes mais volateis da mistura, esta passou por uma destilacdo convencional a 70 °C
por, aproximadamente, 1 hora. Em seguida, para que a solucdo conseguida atingisse um
pH basico, superior a 10, adicionou-se uma quantidade suficiente, de uma solucdo
saturada, de NaOH.

Com o intuito de extrair todos os contaminantes, ndo volateis, do composto, este
foi lavado, por duas vezes, com cloreto de metilo. A seguir acrescentou-se sulfato de
sodio e depois 0 MesTREN foi colocado num evaporador rotativo, a 40 °C, para a

aumentar a sua pureza. Este foi ainda, por fim, caracterizado por H-RMN (Apéndice B).

4.3. Sintese do PtBA

A sintese do PtBA foi realiza com base em informacdo baseada na literatura [52]

apenas], mas com alteracao do iniciador.

Para a polimerizacdo radical viva do PtBA, um fio de cobre foi ativado numa
solugdo de HCI a 30 % (v/v) em MeOH, envolto num agitador magnético e incorporado
num reator do tipo Schlenk, onde de seguida foi introduzida a proporcdo respetiva de
CHO-Br para a reacdo em causa e ainda 5,9 mL de tBA, recentemente purificado em
colunas de silica-alumina. Depois de congelar a mistura contida no reator com recurso a
azoto liquido, adicionou-se uma solugdo de CuBr2 e Me6TREN em 3 mL de DMSO
seco, borbulhado em azoto, em diferentes proporcGes em relagdo a quantidade de
iniciador. O conteldo do reator foi novamente congelado e posteriormente preenchido

com azoto antes e depois da sua desgaseificacdo. Posteriormente foi colocado num
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banho a 30 °C, pelo tempo necessario até a viscosidade da mistura reacional aumentar

consideravelmente, dificultando o movimento do agitador magnético.

No final da polimerizagdo o polimero resultante, sélido, foi dissolvido em THF,
purificado em colunas de silica-alumina, precipitado numa solucdo de agua/metanol
(1:5), filtrado e seco sob vacuo, a uma temperatura de 30 °C durante, aproximadamente,
2 dias. O PtBA foi obtido ao fim desta etapa tratou-se sob a forma de um solido
cristalino quebradico, e analisado por GPC e FTIR-ATR (Apéndice C).

4.4. Sintese do PAA (Hidrdlise do PtBA)

A sintese do PAA, através da hidrélise do PtBA, foi feita com base em

informacao da literatura [53].

Num baldo de fundo redondo com duas tubuladuras, equipado com uma entrada e
saida continua de azoto, condensador, agitador magnético e uma ampola de adicdo, foi
colocada a totalidade do colocado o PtBA sintetizado anteriormente, juntamente com 10
mL de CH,Cl,, num banho a 0 °C. A partir da ampola de adi¢do, 10 mL de TFA, foram
adicionados em excesso, gota-a-gota, 0 mais lentamente possivel, ao baldo. Depois disto
a ampola foi removida e, apos verificar que o baldo ja se encontrava em atmosfera
inerte, também a entrada e saida de azoto. A hidrélise ocorreu a 30 °C, com agitacao,

por 48 horas.

O polimero contido na mistura reacional foi em seguida precipitado em hexano,
filtrado e vacuo, lavado com éter dietilico e colocado a secar, com vacuo, numa estufa a
30 °C por, sensivelmente, 36 horas. O produto obtido pode ser caraterizado como um pé

muito fino, ligeiramente acastanhado, avaliado por e FTIR e H-RMN (Apéndice D).

4.5. Preparacdo dos lipossomas e CPL

45.1. Com esferas de vidro (LIP/H)

Num bal&o de fundo redondo foram introduzidos 100 pL de uma solugdo de LC
em CLF (4 mg/mL). Em seguida o CLF foi evaporado a partir de um evaporador
rotativo, o que permitiu criar um fino filme lipidico no fundo do baldo. Depois de
garantir apenas a presencga de fosfolipidos no interior do tubo e que todo o CLF foi

evaporado, foram adicionados a0 mesmo 200 pL de tampdo e 5 esferas de vidro
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(D~2mm). Por fim, a formulacdo foi vigorosamente agitada e colocada numa

incubadora a 37 °C por 24 horas.

4.5.2. Sem esferas de vidro (LIP/N)

Procedimento em tudo semelhante ao de LIP/H, a excecdo da introducdo das

esferas de vidro no tudo de ensaio.

45.3. Com estearilamina (LIP/ST)

O procedimento foi semelhante aos anteriores com a excecdo da adigdo da solucéo
de ST em CLF (4 mg/mL) em diferentes propor¢des aquando da adi¢do da solucéo de
LC em CLF (4 mg/mL).

4.5.4. Incorporacdo do CHO-PAA aguando da formacdo das vesiculas

(CPL/A)
Num recipiente de vidro foram inseridos 100 uL LC em CLF (4 mg/mL) e ST em

CLF (4 mg/mL). Todo o CLF contido no tubo foi posteriormente removido através de
um evaporador rotativo. Ao filme de lipidos e ST resultante foi adicionado PAA em
tampdo (2 mg/mL) em diferentes proporcGes, tampéo necessario para perfazer o volume
essencial & hidratacdo e 5 esferas de vidro. Por altimo, a formulacéo foi vigorosamente

agitada e incubada a 37 °C por 24 horas.

4.5.5. Incorporacdo do CHO-PAA depois da formacao dos lipossomas

(CPL/D)

Num baldo de fundo redondo foram introduzidos 100 pL LC em CLF (4 mg/mL)

e ST em CLF (4 mg/mL). O CLF foi em seguida completamente evaporado com recurso
a um evaporador rotativo. Ao filme lipidico formado foi adicionado tampéo 200 pL de
tampdo e 5 esferas de vidro. Depois de vigorosamente agitada, a suspensdo foi
incubacdo durante 24 horas. Findo este periodo, a suspensdo foi removida da
incubadora e & mesma, foi adicionada uma solugdo de CHO-PAA em tampdo (2
mg/mL) em diferentes proporgOes. Para finalizar, depois de vigorosamente agitada, a

formulacdo foi deixada na incubadora por mais 24 horas.
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4.6. Encapsulacdo dos CPLs

A molécula fluorescente escolhida para os estudos de encapsulacédo e libertagdo

dos lipossomas a molécula foi a calceina (CsoH2sN2013).

A saida da incubadora os CPLs foram lavados com tamp&o por centrifugacéo, 3
ciclos de 20 minutos a 8500 rpm, de forma a remover toda a calceina ndo encapsulada.
No final da lavagem estes foram novamente suspensos com 200 pL de tampao.

Apbs leitura da fluorescéncia das amostras ao longo do tempo, os lipossomas

foram ainda colapsados através da adicdo de 20 pL de Triton X-100.

4.7. Reticulacdo dos CPLs (CPL/A/R e CPL/D/IR)

A reticulagdo dos CPLs foi realizada por adicdo de CME-CDI, ativador dos
grupos carboxilo, e EDA (Figura 20) em diferentes propor¢des, consoante a quantidade
e 0 peso molecular do polimero empregue nas formulagdes, depois de devidamente
lavados com tampdo, 2 ciclos a 8500 rpm durante 15 minutos. Em seguida os CPLs
foram deixados numa incubadora, a 37 °C, por 24 horas.

HoN A~ \
~" “NH, - - )

12 h, CME-CDL ‘ _,
a37°C N N Sy e 1

Figura 20 - Representacdo esquematica do processo de reticulagdo dos CPL desenvolvidos, baseada
noutro esquema da literatura [14].

4.8. Encapsulacdo dos CPLs reticulados

Como referido, foram testadas duas formas de encapsulacdo. Na primeira o0 CPL
foi formado j& com a calceina na solugéo hidratante, ou seja, a encapsulacdo da calceina
ocorre antes da reticulacdo (CPL/AR), e, na segunda, foi formado vazio, reticulado e s6
depois encapsulado, exposto a solugdo concentrada de calceina encapsulada a calceina
(CPL/DR)).
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4.9. Determinacdo da Concentracdo de Lipidos

Para determinar a concentracdo de lipidos nos lipossomas e CPLs foi utilizado um
kit de fosfolipidos CHO-POD, Enzymatic colorimetric da Spinreac. O procedimento

utilizado foi o fornecido no proprio kit (Apéndice E).

4.10. Preparacdo dos CPL reticulados para estudo de conservagao

Os CPLs reticulados para o estudo de conservacdo foram preparados conforme os
procedimentos descritos, vazios e encapsulados, com e sem conservante. A adi¢do do
conservante, 19 mg de a trealose (TR,), foi o ultimo passo antes do armazenamento.
Estes foram armazenados de trés diferentes formas: no frigérico (F) a 8 °C, no
congelador (C) a -18 °C e em forma de p6 a temperatura ambiente depois de liofilizados

(L).

4.11. Testes de citotoxidade dos CPLs finais

Estes testes foram elaborados em colaboracdo com colegas da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Lisboa.

Inicialmente foram preparadas, em condicdes estéreis, diluicbes em série (estéreis)
das amostras a testar em meio de crescimento completo (RPMI com FBS e PS).
Posteriormente foram recolhidas células THP-1 na fase exponencial de crescimento a
partir de uma cultura de células com quatro dias de idade, com concentracdo inferior a
1x10° células/mL). Contaram-se as células reunidas num hemacitometro depois de
centrifugadas, a 1000 rpm durante 15 minutos, e de novo suspensas em 20 mL de meio
RPMI completo.

Em seguida, uma suspensdo celular de THP-1 a uma concentragdo de 3x10°
células/mL foi preparada em meio RPMI completo contendo 50 ng/mL de PMA para
promover a diferenciacdo das células. Foram considerados 15 mL de suspensdo celular
para cada placa de 96 poc¢os (200 pL/pogo nos 60 pogos internos). Foram inseridos
200 pL desta suspensao em cada um dos 60 pocos internos de uma placa de 96 pocos.
Os pogos externos foram preenchidos com 200 pL de PBS estéril para evitar

evaporacéo.

O passo seguinte consistiu na incubacédo das placas a 37 °C, com 5 % CO> durante
24 horas para permitir a diferenciacdo das THP-1. No final da incubag&o, 0 meio com o
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PMA foi removido e os pocos foram lavados com meio RPMI incompleto (sem FBS e
PS).

Aos poc¢os contendo apenas as células aderentes no fundo foram adicionados 200
pL/poco das amostras a testar comecando pela diluicdo mais baixa. As placas foram

incubadas novamente por 24 horas a 37 °C com 5% CO,.

Ap0s o tempo de incubacdo, em ambiente estéril, foi preparada uma quantidade
de solucdo de MTS+PMS necesséria considerando um volume de 20 pL por poco (por
cada placa de 96 pogos combinou-se 1.5 mL da solucdo de MTS com 75 pL da solugéo
de PMS). Foram ainda introduzidos 20 pL da solugcdo de MTS preparada em cada poco
com a ajuda de uma pipeta multicanal, sem luz, e as placas voltaram para a camara a
37 °C durante 2 h. Por fim, retiraram-se as placas da incubadora, deixou-se que
atingissem a temperatura ambiente e foram lidas a 490 nm e a 630 nm no

espectrofotometro.
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Consideracdes:

e Os polimeros selecionados para o desenvolvimento dos CPLs foram alvo

de pelo menos uma réplica;

e As médias e respetivos desvios padrdo do diametro, PDI e potencial zeta

dos lipossomas e CPLs apresentados neste capitulo sdo provenientes de

conjunto de amostras de n=6.

1. CHO-PtBA e CHO-PAA

O trabalho de laboratorio associado & realizacdo deste trabalho comegou pela

sintese do iniciador CHO-Br, através da esterificacdo do CHO com 2-BiB, para a

sintese do CHO-PtBA, a partir do procedimento descrito no capitulo anterior. As

sinteses de CHO-PtBA testadas, com diferentes propor¢des, foram desenvolvidas

também conforme o processo mencionado (Tabela 5).

Tabela 5 - Peso molecular e dispersividade (D) dos polimeros de CHO-PtBA sintetizados, com diferentes
proporgdes, neste trabalho.

Reagio 10) t(mim) PO fcuimpesTREN] Mo ©
1 30 30 Yo 80/1/1/0,6/1,2 7398 1,301
2 25 35 Yo 80/1/1/0,6/1,2 8300 1,482
3 30 35 Yo 80/1/1/0,6/1,2 8344 1,546
4 30 35 Yo 80/1/1/0,6/1,2 8460 1,320
5 30 40 Yo 80/1/1/0,6/1,2 8627 1,327
6 30 55 Y2 80/1/1/0,6/1,2 10818 1,754
7 30 45 Yo 80/1/1/1/1,2 4607 1,060
8 30 70 Yo 80/1/1/1/1,2 5140 1,257
9 30 80 Yo 80/1/1/1/1,2 8501 1,344
10 30 90 Yo 80/1/1/1/1,2 9200 1572
11 30 25 Yo 131/1/0.6/1/1.2 3161 1,036
12 30 30 Yo 131/1/0.6/1/1.2 3852 1,088
13 30 60 Yo 131/1/0.6/1/1.2 4789 1,087
14 30 40 Yo 131/1/0.6/1/1.2 5352 1,049
15 30 40 Yo 131/1/0.6/1/1.2 5357 1,054
16 30 70 Yo 131/1/0.6/1/1.2 6430 1,100
17 30 60 Yo 131/1/0.6/1/1.2 9887 1,103
18 30 80 Yo 131/1/0.6/1/1.2 12714 1,126
19 30 80 Yo 131/1/0.6/1/1.2 12191 1,119
20 30 90 Yo 131/1/0.6/1/1.2 13741 1,260
21 30 90 Yo 131/1/0.6/1/1.2 13948 1,255
22 30 120 Y2 131/1/0.6/1/1.2 15844 1,230
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A partir das caracteristicas dos polimeros sintetizados é possivel verificar que o
tempo de reacdo foi um dos pardmetros mais criticos das mesmas, pois a medida que
este aumenta o peso molecular e a dispersividade também aumentam. Assim sendo, e
tendo em conta que para 0s ensaios com o0s lipossomas era pretendido usar polimeros
com baixos pesos moleculares e uma dispersividade até 1,3 no maximo, foram testadas

varias proporcdes de iniciador/catalisadores.

Os resultados (Tabela 5) mostram que, com as duas primeiras proporcdes de
reagentes (reacdes 1 a 10), mesmo com pesos moleculares mais baixos, as

dispersividades dos polimeros sdo demasiado elevadas para a aplicacéo pretendida.

Para contornar a situacdo, e obter pesos moleculares mais altos com
dispersividades mais proximas de 1, foi necessario alterar novamente as proporcoes
entre reagentes de modo a diminuir a quantidade de iniciador presente na reacdo, porque
com menos iniciador existem consequentemente menos radicais € por sua vez menos
cadeias em crescimento mas, desde modo essas cadeias vdo Ser maiores e mais
semelhantes entre si. Portanto, tendo em consideracdo a estratégia apresentada, com a
terceira combinacdo (reacdes 11 a 22) todos os polimeros obtiveram uma dispersividade

abaixo dos 1.30, e em muitos casos abaixo dos 1.3, como procurado.

Desse ultimo conjunto foram escolhidos dois polimeros CHO-PtBA para
incorporar nos CPL, um com um peso molecular mais baixo, proveniente da reacao 14,
e outro com um mais alto, da reacdo 18, de modo a perceber a importancia deste

parametro nas propriedades finais dos CPL.

Os polimeros de CHO-PtBA selecionados foram assim hidrolisados a partir do
método apresentado anteriormente. Os CHO-PAA resultantes exibiram um peso

molecular de, aproximadamente, 3000 e 7000, respetivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Pesos moleculares dos polimeros utilizados nas formulagdes dos CPL.

Mn,GPC dO CHO‘ MnyTe(’)rico dO CHO‘ MH,RMN dO CHO‘

Reacdo b (Da) PAA (Da) PAA (Da) i
14 5352 3219 3065 1,049
18 12714 7608 7191 1126
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2. LIP/H e LIP/N

Tendo em vista a otimizacdo das condigcdes para a formacdo dos CPLs foram
testados lipossomas com (LIP/H) e sem (LIP/N) esferas de vidro, durante o periodo de
incubacgdo. Analisando atentamente os resultados obtidos (Tabela 7) constatou-se que o
didametro, PDI e potencial zeta dos lipossomas variam razoavelmente consoante a

presenca ou nao das esferas de vidro durante a sua preparacao.

Tabela 7 - Didmetros, PDI e potencial zeta dos lipossomas formados com e sem esferas de vidro.

Ensaio D (hm) PDI -zP (mV)
LIP/H 179,27 + 4,97 0,346 + 0,052 26,10 + 1,47
LIP/N 319,07 + 12,76 0,509 + 0,109 29,33 + 1,37

Devido as forcas de cisalhamento e maior turbuléncia que provocam durante a
formagéo dos lipossomas na incubacdo, a utilizacdo de esferas de vidro promove
melhorias significativas quer em termos de diametros, mais reduzidos, como em termos
de PDI, mais baixa, permitindo alcancar distribuicdes de tamanhos mais uniformes, em
comparagdo com os lipossomas formados sem as mesmas. Com isto, todos os ensaios

subsequentes aqui apresentados contaram com a presenca de esferas de vidro.

3. LIP/ST

Como supramencionado, para as formulacdes de CPLs com CHO-PAA é
necessaria a presenca de ST. Assim, tendo em conta 0s requisitos pré-estabelecidos,
foram adicionadas as formulacdes percentagens de ST de 5, 10 e 20%, de modo a

compreender qual a mais adequada (Tabela 8).

Tabela 8 - Diametros, polidispersividade e potencial zeta e respetivos desvios padrdo obtidos para 0s
lipossomas obtidos com diferentes percentagens de ST.

Ensaio D (nm) PDI -zP (mV)
LIP/ST5% 148,33 + 3,10 0,369 + 0,047 25,03 + 2,15
LIP/ST 10% 552,97 + 6,93 0,635 + 0,299 20,17 + 0,47
LIP/ST 20% 8474,67 + 1684,27 0,559 + 0,314 30,70 + 2,65

Estes resultados mostram claramente que os lipossomas com 10 e 20% de ST
apresentam um diametro muito acima (> 400 nm) da gama-alvo, e valores de PDI (>

0,4) longe do considerado aceitavel.
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Desta forma entendeu-se que, devido a forcas de atracdo/repulsdo entre espécies
que levam a formacdo de aglomerados indesejaveis em vez de vesiculas unilamelares,
se existir muita ST na suspensdo a formagdo de lipossomas estaveis é posta em causa.
Inclusivamente, os lipossomas com 20% de ST que, possuindo mais ST disponivel,
teoricamente deveriam apresentar um potencial zeta mais positivo, visto possuirem mais

ST disponivel, mostram um potencial ainda muito negativo (Tabela 8).

Por outro lado, com 5%, como existe uma quantidade menor de ST as vesiculas
formam-se espontaneamente sem perturbacdes, os lipossomas obtidos apresentam
didametros abaixo dos 150 nm, ainda mais pequenos do que sem ST, e uma boa
polidispersividade. Deste modo, em todos 0s ensaios subsequentes usou-se uma
percentagem de 5% de ST.

4. CPL

4.1. Diametros, PDI e potencial zeta

Depois do estudo das condicdes mais favoraveis a formacdo dos lipossomas
passou-se a formulacdo de CPLs. Os CHO-PAA usados nessas preparaces foram os
conseguidos a partir das reacdes 14 e 18 de CHO-PtBA (Tabela 6), como
supramencionado. Os testes desenvolvidos contaram entdo com as esferas de vidro, 5%
de ST, diferentes percentagens de polimero (5, 10 e 20%), e momentos distintos de
introducdo do mesmo: antes (CPL/A), ou depois (CPL/D), da formacéo do LIP (Tabela
9).

Tabela 9 - Diametro, PDI e potencial zeta dos lipossomas formados com ST, CHO-PAA, em diferentes
proporgdes, e com esferas de vidro.

Ensaio D (nm) PDI -zP (mV)
A PAA14 227,50 + 37,59 0,413 + 0,010 39,9 + 2,86
506 PAA18 226,87 + 14,28 0,384 + 0,044 37,7 £ 2,05
D PAA14 290,08 + 29,64 0,452 + 0,073 36,7 = 4,49
PAA18 224,98 + 29,84 0,354 + 0,056 35,7 £ 0,95
A PAA14 221,63 + 7,67 0,419 + 0,059 38,2 + 2,22
10% PAA18 193,08 + 5,89 0,314 + 0,050 354 = 1,95
5 PAA14 266,87 + 36,69 0,555 + 0,114 37,6 = 3,30
PAA18 214,97 + 33,99 0,343 + 0,074 335 = 1,71
0% A PAA14 170,98 + 24,00 0,393 + 0,015 34,1 £ 1,07
PAA18 155,20 + 27,28 0,471 = 0,085 441 + 341
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D PAA14 258,55 +
PAA18 184,53 +

51,24 0,525
8,45 0,457

0,111 37,8
0,033 47,2

1,24
2,14

Os resultados obtidos (Tabela 9) mostram que diametro médio dos lipossomas
aumenta quando Ihes é incorporado polimero e a carga de superficie ficou mais negativa

devido ao carater também negativo do PAA, como previsto.

Todavia, na gama considerada, a percentagem de CHO-PAA usada tem pouca
influéncia nas caracteristicas medidas, ndo sendo visiveis desigualdades suficientemente
relevantes entres os CPLs obtidos para selecionar ou excluir algum conjunto dos
mesmos, tendo apenas por base os seus didmetro, PDI e potencial zeta. Assim sendo, na
fase seguinte, foi analisado 0 mesmo conjunto de CPLs.

4.2. Perfis de libertacdo e EE (%)

A partir dos CPL/A e CPL/D encapsulados com calceina e das suas leituras no
espectrofluorimetro  com  comprimento de onda de emissdo  de
515 nm, ao longo do tempo e apds o colapsar dos mesmos por adi¢do de Triton X-100,
foram determinadas a percentagens de libertacdo (Equacdo 1) que permitiram a
construcdo dos graficos com os perfis de libertagdo correspondestes a cada um dos
ensaios (Figura 21).

Fluorescéncia—Fluorescénciainicial

%libertacao = x 100 (1)

Fluorescénciafinq—Fluorescénciainicial
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Figura 21 - Perfis de libertacdo de calceina dos CPL: (A) - CPL/A(PAA14), (B) - CPL/D(PAAL4), (C) -
CPL/A(PAA1LS8) e (D) - CPL/D(PAALS);

Os perfis de libertacdo revelaram que os CPLs mais estaveis sdo aqueles que
possuem 10 e 20% de polimero na sua formulacao.

Contudo, foi necesséario ter também em conta as EE (%) para perceber o
verdadeiro potencial dos CPLs como SLC. Para tal, em seguida, encontrou-se a

concentra¢do molar da solugdo encapsulada final de cada ensaio com base na elaboragéo
de uma reta de calibragédo (Figura 22).
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Reta de Calibracdo da Concentracdo molar de Calceina
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Figura 22 - Reta de Calibracdo da concentracdo de calceina em funcédo da fluorescéncia.
A EE (%) de cada ensaio (i) foi expressa em quantidade molar de encapsulante

por mole de lipido (Equacdo 2). A concentragdo de lipidos, como mencionado

anteriormente, foi obtida através do kit da SpinReact.

oL — [Calceina Encapsuladal;
EE(%) = Tidos] X 100 (2)

Os resultados obtidos (Tabela 10) revelam que os CPLs com melhores EE (%) séo
aqueles que possuem 10 % de polimero. Deste modo, e tendo também em conta a
informacao retirada dos perfis de libertacdo, foram esses os selecionados para as etapas

seguintes.

Tabela 10 - Concentracéo de calceina encapsulada, lipidos e percentagens de eficiéncia encapsulagio dos
ensaios elaborados.

Fluorescéncia [Calceina Encapsulada] [Lipidos]

i 0
Ensaio (Finar-Finiciar) (mM) (mM) EE (%)
LIP 4130 0,124 0,801 15,46
LIP/ST 3897 0,117 1,180 9,91
A 11741 0,352 0,828 42,55
PAA14 ' ' ’
504 D 9487 0,285 0,828 34,38
PAALS A 9450 0,284 0,898 31,58
D 9472 0,284 0,961 29,57
A 15234 0,457 0,808 56,57
PAA1l4
10% D 13832 0,415 0,838 49,53
0 PAALS A 13720 0,412 0,868 47,43
D 14572 0,437 0,948 46,14
PAALL A 12821 0,385 0,795 48,40
20% D 13102 0,393 0,858 45,82
PAALS A 10152 0,305 0,904 33,68
D 9547 0,286 0,994 28,81
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5. CPL reticulados

5.1. Diametro, PDI e potencial zeta

As caracteristicas dos CPLs com 5% de ST e 10% de CHO-PAA reticulados

mostrarem ser viaveis e melhores do que os nao reticulados (Tabela 11).

Tabela 11 - Diametros, PDI e potencial zeta médios dos CPL reticulados com 5 % de ST e 10 % de
CHO-PAA.

Ensaio D (nm) PDI -zP (mV)
A PAA14 161,08 = 6,54 0,334 + 0,036 34,18 + 6,56
PAA18 141,75 + 3,77 0,314 + 0,043 34,08 + 5,96
D PAA14 15533 = 8,98 0,348 + 0,070 30,12 + 4,87
PAA18 149,28 + 13,09 0,280 + 0,012 33,42 + 3,06

Apresentam didmetros e PDI mais baixos devido a contragdo das cadeias de CHO-
PAA decorrente da reticulacdo, e um potencial zeta menos negativo, o que faz todo o
sentido porque as diaminas, responsaveis pela reticulacdo, sdo moléculas de carater
positivo que se mantém a superficie dos CPL tornando-os desse modo também mais

positivos.

5.2. Perfis de libertacdo e EE (%)

Os perfis de libertacdo dos CPLs reticulados (Figura 23) mostraram que estes sao
estaveis porque ao fim de 25 horas exibem uma percentagem de libertacdo de calceina
abaixo dos 15 %, menor do que o0s seus homénimos ndo reticulados, cumprindo assim o
seu proposito.

Perfis de Libertagdo (AR) Perfis de Libertagdo (DR)
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—
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Figura 23 - Perfis de Libertagdo dos CPL reticulados com 5% de ST e 10% de PAA, antes e depois da
encapsulacdo de calceina.
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As EE (%) (tabela 12) dos CPL reticulados mostram sem duvidas que os CPL
encapsulados depois da reticulagdo (DR) com a introducdo do polimero depois da
formagdo dos lipossomas (D) sdo os mais estaveis. Deste modo, foram esses os CPL

selecionados.

Porém, para a selecdo de mais parametros, as EE (%) também foram tidas em

consideracdo (Tabela 12).

Tabela 12 - Percentagens de eficiéncia de encapsulacdo dos CPL reticulados.

Fluorescéncia [Calceina [Lipidos]

Ensaio (Ffinai-Finiciar) Encapsulada] (mM) (mM) EE (%)
A(PAA14) 3154 0,095 0,0186 15,30
DR A(PAAL1B) 1349 0,040 0,0109 11,17
D(PAA14) 1763 0,053 0,0174 18,45
D(PAA18) 1175 0,035 0,0072 24,73
A(PAA14) 3257 0,098 0,0186 8,55
A(PAALS) 1973 0,059 0,0109 9,73
AR D(PAA14) 2488 0,075 0,0174 12,90
D(PAA18) 1093 0,033 0,0072 13,70

As EE (%) indicam que os melhores CPLs sdo os que compreendem a introdugéo
de CHO-PAA depois da formacdo dos lipossomas (D) e que sdo reticulados depois da

reticulacdo (DR) das cadeias poliméricas.

Os resultados fazem todo o sentido porgue, tendo em conta que 0 excesso de
calceina é removido dos CPLs antes da reticulagdo (presenca da solucao concentrada de
calceina perturba a reticulacdo devido ao seu caracter muito negativo) e durante a
mesma sdo incubados, se a encapsulacdo € feita previamente entdo a libertacdo comeca
antes do previsto e consequente, no fim da reticulacdo os CPLs ja libertaram grande

parte do que encapsularam.

Por outro lado, os CPL/D sdo melhores do que os CPL/A porque como nao
contém polimero no seu espaco intersticial, apresentam um maior volume disponivel

para a encapsulacdo de calceina, logo a sua EE (%) é muito superior.

Deste modo, os CPL/D e os CPL/D/DR foram os CPLs apurados para os estudos

que se seguiram.
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6. CPL finais

Resumindo (Tabela 13), as caracteristicas dos CPLs selecionados revelam que o
didametro dos mesmos aumenta coma incorporacdo do CHO-PAA e decresce quando o
polimero é reticulado porque sofrem contracdo. A PDI ndo sofreu grandes alteracGes
com a introducéo do polimero nem com a sua reticulagdo. Pelo contrario, no potencial
zeta existem diferencas significativas. Quando se adicionou o polimero aos LIP/ST a
carga de superficie ficou mais negativa devido ao carater também negativo do PAA,
mas quando estes foram reticulados tornaram-se menos negativos mas ainda assim

estaveis, como pretendido.

Tabela 13 - Didametro, PDI e potencial zeta médios do conjunto final de CPL.

Ensaio D (nm) PDI -zP (mV)
LIPH 179,27 + 4,97 0,346 + 0,052 26,10 + 1,47
LIP/ST 148,33 + 3,10 0,369 + 0,047 25,03 + 2,15
CPL/D(PAA14) 266,87 * 36,69 0,555 + 0,114 37,55 = 3,30
CPL/D(PAA18) 214,97 * 33,99 0,343 + 0,074 35,70 £ 0,95
CPL/D(PAA14)/DR 155,33 + 8,98 0,348 + 0,070 30,12 + 4,87
CPL/D(PAA18)/DR 149,28 + 13,09 0,280 + 0,012 33,42 = 3,06

Em relagdo aos perfis de libertacdo (Figura 24) verifica-se que os CPLs
reticulados sdo mais estaveis do que os CPLs, que por sua vez sdo mais estaveis do que
os LIP.

Perfis de Libertacdo dos CPL finais
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Figura 24 - Perfis de libertacdo do conjunto final de CPL.
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7. Morfologia dos CPL finais

A partir das imagens obtidas por TEM (Figura 25) do conjunto de CPLs finais
mostram diferentes morfologias consoante o tipo de modificacdes de superficie

aplicada.
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Figura 25 - Imagens obtidas através do TEM: (A) - LIP; (B) - LIP/ST; (C) - CPL/D(PAAL4); (D) -
CPL/D(PAA18); (E) - CPL/D(PAA14)/DR; (F) - CPL/D(PAA18)/DR.

Comparando os LIP (Figura 25 (A)) com os CPL/D (Figura 25 (C) e (D)) é visivel
que as particulas tornam-se mais densas com a incorporacdo do CHO-PAA e é mesmo
possivel distinguir nas imagens uma espécie de estrias que representam o revestimento
polimérico. Por outro lado, confrontando estes Ultimos com os CPL/D/DR (Figura 25
(E) e (F)) observa-se que os reticulados sdo ainda mais compactos devido & unido das

cadeias poliméricas entre si.

Por outro lado, os tamanhos dos LIP e CPL obtidos a partir das imagens obtidas
por TEM mostram, em comparagdo com o0s obtidos através de DLS, didmetros mais
reduzidos com as mesmas variagcdes entre si. Estes resultados sdo provenientes das
varias aproximacoes que a técnica de DLS utiliza para chegar a um valor médio final, o
que ndo se verifica ao utilizar as imagens de TEM visto que a medicao do diametro das

particulas é feita diretamente sob a imagem microscopica real.

8. Libertacdo em diferentes meios de pH

O estudo de capacidade de libertacdo dos LIP e CPL/R finais em diferentes meios
de pH, (Figura 26) mostra que, a excecao dos LIP, todos os CPLs sdo menos estaveis
noutros valores de pH que ndo o fisioldgico, o que sugere que podem ser empregados
em situacGes em que o objetivo seja a libertacdo em locais mais acidos ou basicos do
organismo, por exemplo. Durante este trabalho ndo se conseguiu explicar o facto de a
libertacdo das estruturas analisadas aumentar em meio mais basico, visto que em meio
basico as cadeias de PAA deveriam manter-se estaveis. Para compreender este

fendmeno teriam de ser feitos outros testes.
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Figura 26 - Percentagens de libertacdo dos CPL finais em diferentes meios de pH: (A) — com PAA
proveniente da reacdo 14 de PtBA; (B) — com PAAA proveniente da reacdo 18 de PtBA.

9. Viabilidade celular dos CPLs finais

Os testes de viabilidade celular indicam que todos os CPLs selecionados séo ndo
toxicos até uma concentracdo de, sensivelmente, 10 uL. Em concentracbes mais altas
verificou-se que a percentagem de células viaveis comeca a descer (Figura 27). As
percentagens de células viaveis mostram ainda que para além da viabilidade, a presenca

dos CPLs em baixas concentra¢des promove o crescimento celular.

Viabilidade Celular dos CPLs finais
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Figura 27 - Percentagem de células viaveis em funcéo da concentracéo das amostras do conjunto de CPL
finais.
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10. Estudo de conservacao

Para o estudo de conservacdo foram usados apenas os CPLs reticulados finais.
Estes foram armazenados, por 75 dias, em diferentes condicdes, no frigérico (F), no
congelador (C) e liofilizados (L), com e sem molécula protetora (TR). Ao longo do

tempo, foram medidos os seus diametros, polidispersividade e potencial zeta.

Os resultados dos diametros (figura 28) mostraram que é possivel armazenar 0s
CPL no frigorico com e sem trealose e liofilizados com a presenca da trealose. Contudo,
observando as PDI e os valores do potencial zeta médios obtidos (Figuras 29 e 30), os
unicos CPL estaveis sdo os CPL/D(PAA18)/DR-TR, armazenados na forma de po, apds

liofilizacdo, com conservante.

A anadlise deste estudo, para além de ter mostrado que a melhor forma de
conservacao dos CPLs desenvolvidos é a liofilizacdo, revelou também que os CPLs
baseados em CHO-PAA com um baixo peso molecular (~3000 Da) perdem estabilidade

durante o armazenamento.
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(C) CPL/D(PAAL4)/DR-TR
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Figura 28 - Diametros dos CPL finais: (A) com PAA14 sem conservante; (B) com PAA14 com
conservante; (C) com PAA18 sem conservante; (D) PAA18 com conservante.
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Figura 29 - PDI médias dos CPL finais: (A) com PAA14 sem conservante; (B) com PAA14 com
conservante; (C) com PAA18 sem conservante; (D) PAA18 com conservante.
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Figura 30 — Potencial zeta dos CPL finais: (A) com PAA14 sem conservante; (B) com PAA14 com
conservante; (C) com PAA18 sem conservante; (D) PAA18 com conservante.
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Conclusoes

No que diz respeito as sinteses de CHO-Br, CHO-PtBA e CHO-PAA foi possivel

preparar o iniciador e os polimeros pretendidos com as caracteristicas desejadas.

Os CPLs formulados, reticulados e ndo reticulados, mostraram carateristicas
promissoras em termos de tamanho, polidispersividade, potencial zeta, capacidade
libertacdo e eficiéncia de encapsulacdo. Sdo ainda morfologicamente aceitaveis, nao
toxicos, capazes de ser armazenados durante um periodo relativamente longo sem
alteracdes relevantes das suas propriedades, depois de liofilizados e protegidos, e

possuem uma capacidade de libertacdo consideravel em meios mais acidos.

Deste modo, todos os resultados alcancados permitiram concluir que os
complexos polimero-lipossoma com CHO-PAA desenvolvidos neste trabalho podem

ser vistos como potenciais sistemas de libertacdo controlada nas mais diversas areas.

Trabalho Futuro

A determinacdo da quantidade de polimero incorporado nos lipossomas, a
integracdo de moléculas funcionalizadoras, como proteinas e/ou anticorpos, mais testes
de viabilidade celular como a internalizacdo, encapsulacdo de agentes ativos e testes in

vivo sdo possiveis trabalhos futuros para dar continuidade a este estudo.
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Apéndice A

Espectro de FTIR-ATR do CHO-Br.
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Espectro de RMN em CDClz do iniciador CHO-Br.
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Apéndice B

Espectro de RMN em CDClz do ligante MesTREN.
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Apéndice C

Espectro de FTIR-ATR do PtBA14.
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Espectro de FTIR-ATR do PtBA18.
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Apéndice D

Espectro de FTIR-ATR do PAA14.
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Espectro de RMN em d8THF do PAA14.
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Espectro de FTIR-ATR do PAA18.

—PtBAILS

- - =PAL]R

——— R

CH,Cl,

TR a5 TaTata
UL 3300 FU00

Br
(o] ¢
HO
- o
Falll LULUY

Numero de Onda (cm-1)

o
1500

1MW
| REL R

o
..I'\.II'\.I




Espectro de RMN em d8THF do PAAL18.
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Apéndice E

o ——
C: PHOSPHOLIPIDS
SPINREACT cg
Phospholipids
CHO-POD. Enzymatic colorimetric
Qu ve ination of phosph 4. Mix and incubate for 5 min. at 37°C.
IVD 5. Read the absorbance (A) of the samples and Standard, against the
Blank. The colour is stable for at least 30 minutes.
Store at 2-8°C

PRINCIPLE OF THE HETHOD

b holip D and the liberated
cholme is subsequenﬂy 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,O — hosphaip ase D_, cpojine + Phosphatidic acid

Choline Oxidase

Choline + 20,+ H,0 — —>Betaine + 2H,0,

2H,0, + 4-AP + Dichlorophenol — P Quinone + 4H,0
The intensity of the colour f d is prop 1al to the phospholip
concentration'
CLINICAL SIGNIFICANCE
Phospholipids are a plex lipid ¢ ing 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 |mponanl clinical test in
diagnosis of liver diseases, especially obstructive jaundice'?

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

CALCULATIONS
(A)Sample Fis ok
——————— x 300 (Standard conc. 'dL. phospholipid: the sample
(A)Slandamlx (Sta r ) = mg/dL phospholipids in the p

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

QUALITY CONTROL

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

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

Each lab y should ish 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 con'esPondmg 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

REAGENTS
R1 TRIS pH 7.55 50 mM . 3 §=% 5 o S
Buffer Dict o 2.1 mM :;::Lufring range’ From detection limit of 2.54 mg/dL to linearity limit of 600
Phospholipase D 400 UL If the results d were g than li y limit, dilute the sample 1/2 with
R2 Choline oxidase (CHO) © 2200 UL NaCl 9 g/L and multiply the resuit by 2.
Enzymes Peroxidase (POD) 3600 U/L Precision:
4 — Aminophenazone (4-AP) 1 WL g 0] = 5
2 ntra-assay (n= r-assay (n=20)
PHOSPHOLIPIDS CAL ;30“’ W“:‘:"" Squsoue pifmery St ancavs Mean (mg/dL) | 121 221 126 225
SD 2.12 2.03 2.92 461
PREPARATION CV (%) 1.74 0.91 231 2.05

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

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 mterfering 1ces with phospholipid
has been reported by Young et. al**

determination

NOTES
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.

Lalind
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PROCEDURE Toronto. Princeton 1984, 918-919 and 570-572
Assay conditions: 2. Takeyama M. at al. A new enzymatic method for determination of serum choline-
_______ (4 containing phospholipids. Clin Chem 1977; Acta 79; 93-98.
gla‘:le‘;ength SR 5051n;1n (ngr?:_sg?r)\ 3 Young DS. Effects of drugs on Cimcal Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995
uvette: . ...... - 5 p°c 4 Young DS Effects of disease on Clinical Lab Tests. 4th ed AACC 2001
Temperature R T 5 Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed. AACC 1999
2. Adjust the instrument to zero with dnsnlled water 6 Tietz N W et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed. AACC 1995
3 Pipette into a cuvette:
Blank Standard Sample PACKAGING
WR (mL) 1.0 1.0 1.0 -
Ref 1001140 Cont 1
Standard™™ '@ (uL) = 10 = Sx10mL
Sample (L) - - 10
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