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Resumo

Neste trabalho, pretendeu-se desenvolver e caracterizar Complexos Polimero-
Lipossoma (CPL) para sistemas inteligentes de libertagdo controlada. Para tal, foram utilizados
polimeros com a capacidade de reagirem ao pH e a temperatura, para a formag¢do dos CPL. O
Pluronic® F68 (PLU) foi um dos polimeros utilizados devido as suas propriedades anfifilicas.
Estas propriedades permitem que este polimero seja o elemento ideal para a ancoragem dos
polimeros Poli(acido acrilico) (PAA) e Poli[2-(N,N-Dimetilamina) etilmetacrilato]
PDMAEMA aos lipossomas. Assim, os polimeros PLU-PAA (PP) e PLU-PDMAEMA (PPD)
foram sintetizados através de polimerizagdes ATRP, para garantir o controlo do peso molecular
e da polidispersividade. Para as polimerizacdes, foi necessaria a sintese do iniciador PLU-Br, a
partir da esterificagdo do PLU com o Brometo de 2-Bromoisobutiril (2-BiB).

Os polimeros foram incorporados em lipossomas de lecitina de soja (LC) com diferentes
razdes polimero/fosfolipidos (2,5 %, 5 %, e 10 %), para a criagdo dos CPL. Para além dos
polimeros, também foi adicionada estearilamina (SA) e colesterol (CHO), para perceber o
impacto destes compostos nas caracteristicas dos CPL. Os CPL obtidos foram caracterizados a
nivel do tamanho, da polidispersividade, do potencial zeta e dos perfis de libertagdo a 37 °C e
pH 7, da libertacdo a 42 °C e com diferentes pH e da eficiéncia de encapsulacao, apds o
encapsulamento com calceina.

Os resultados revelaram que os CPL possuiam um tamanho adequado para a sua
utilizagdo in vivo. Os CPL formulados por apenas LC e com os polimeros PLU, PP ¢ PPD
apresentam os tamanhos mais pequenos, a exce¢do dos CPL com 10% de PP. Os resultados
também demonstraram que os CPL com 10 % de polimero incorporado tinham uma taxa de
libertagdo de calceina inferior a 37 °C e a pH 7, em relacdo aos CPL de 2,5 % e 5 % ¢ aos
lipossomas de LC. Os CPL com 10 % de PPD sdo os que apresentam os valores mais baixos de
libertagdo nestas condicdes. O estudo da libertagdo a diferentes pH e com uma temperatura mais
alta (42 °C), da eficiéncia de encapsulagdo e da viabilidade celular foi efetuado com os CPL de
10 % de PLU, PP e PPD, uma vez que foram estes que mostraram os melhores resultados a pH
7 e 37 °C. Apesar dos testes demonstrarem a biocompatibilidade dos CPL, verifica-se que a
eficiéncia de encapsulacao ¢ baixa.

Portanto, os CPL formulados apresentam caracteristicas ideais para a sua utilizagdo in
vivo, como a sensibilidade a temperatura, a biocompatibilidade e tamanho reduzido. O tamanho
reduzido favorece a estabilidade dos CPL in vivo, uma vez que quanto menor for o tamanho
destas vesiculas, menor o ataque do sistema imunitario € maior sera a sua longevidade. A
sensibilidade a temperatura permite que o conteudo encapsulado nos CPL seja libertado nas
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condigdes alvo desejadas. A biocompatibilidade indica que estes sistemas nao apresentam
efeitos toxicos para as células sauddveis. Assim, o seu potencial reside ndo sO nestas

caracteristicas, mas também pelos polimeros utilizados e pela forma como foram sintetizados.
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Abstract

The aim of this work was the development and characterization of Polymer-Liposome
Complexes (PLC) as intelligent systems for controlled release. For the PLC formulation, it was
selected polymers with the ability to react to stimuli, particularly to the pH and temperature.
Due to its amphiphilic properties, Pluronic® F68 (PLU) was chosen as polymer for PLC, but
also, for polyacrylic acid (PAA) and poly(dimethylaminoethyl methacrylate) (PDMAEMA)
anchor to liposomes. In this way, it was synthetized by ATRP the polymers PLU-PAA (PP) e
PLU-PDMAEMA (PPD), to guarantee that the molecular weight and polydispersity were
controlled. For the polymerizations, it was necessary to synthetize the initiator. The initiator
was obtained by esterification of the PLU with 2-bromoisobutyryl bromide (2-BiB)

To create the PLC, polymers were incorporated in soy lecithin liposomes in different
polymer/phospholipid ratios (2,5 %, 5 %, e 10 %). Also Stearylamine (SA) and Cholesterol
(CHO) were added to understand the impact of this compounds in the formulation. The PLC
were characterized by their size, polydispersity, zeta potential and release profiles at 37 °C and
pH 7, release at 42 °C and with different pH and encapsulation efficiency, after encapsulated
with calcein.

The results revealed that the PLC had an adequate size for their use in vivo, and that the
smallest ones were constituted by LC and polymer. The PLC with 10 % of PP are the exception
to this statement. It was demonstrated that the PLC with 10 % PLU, PP and PPD incorporated
had the best calcein release profiles for pH 7 and 37 °C. PLC with 10 % PPD had the lowest
release values, compared to the ones with 2,5 % and 5 %, and lecithin liposomes. Release
studies at a higher temperature (42 °C) and with different pH, were only made to the PLC with
10 % of polymer incorporated, as these demonstrated the best results in the previous release
study. Even though the PLC proven to be biocompatible, it was verified that they had a low
encapsulation efficiency.

So, the PLC formulated have good characteristics for their utilization in vivo, like their
biocompatibility, reduced size and temperature sensitiveness. The reduced size favors the PLC
stability in vivo, since smaller vesicles are less attacked from the immune system than bigger
ones. In this way, they have a bigger longevity in vivo. The sensitiveness to temperature allows
the release of the PLC encapsulated content with the desired conditions. Also the
biocompatibility indicates that these systems do not have a toxic effect in healthy cells. In
addition, it was showed their potential by the chosen polymers and the way they were

synthetized.
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1. Introducao

1.1 Motivag¢ao

Os sistemas de libertacdo controlada tém atraido muita atencdo em varios campos da
medicina, mais precisamente na engenharia de tecidos !, no tratamento do cancro >3, de doengas
oftalmoldgicas e pulmonares “°, e na terapia génica ’. Devido as limitacdes associadas aos
farmacos convencionais, como a baixa eficacia e os efeitos secundarios, tém-se desenvolvido
sistemas capazes de aumentar a exposi¢do ao fAirmaco no local alvo, facilitar o transporte nas
barreiras fisiologicas, proteger e minimizar a eliminagcdo prematura do fAirmaco e prevenir os
efeitos adversos nos tecidos saudaveis *'°. Os sistemas de libertagio controlada podem ser
administrados por via topica, enteral ou parenteral, dependendo do seu objetivo. Deste modo,
tém sido estudados como sistemas de libertagdo controlada os hidrogéis, as nanoparticulas
metalicas e poliméricas, as micelas e os lipossomas *11:12,

Os lipossomas sdao vesiculas esféricas compostas por moléculas anfifilicas, os
fosfolipidos. Estas moléculas possuem uma parte hidrofilica e outra hidrofobica, atributo que
permite a formacdo de micelas, acima da CMC, e de uma ou mais bicamadas. A formagao da
bicamada permite que os lipossomas possuam um nlcleo aquoso, possibilitando o
armazenamento de moléculas no nucleo e também na bicamada, dependendo da sua afinidade
13 Ou seja, se a molécula for lipofilica ficar na bicamada, e se for hidrofilica, ficara no nucleo.
Como os lipossomas sdo biocompativeis, ndo imunogénicos, biodegradaveis e ndo toxicos
podem ser utilizados para incorporar firmacos que serdo posteriormente libertados em locais
alvo, in vivo >'*. Deste modo, os lipossomas tém sido amplamente estudados como sistemas de
libertacao controlada de farmacos.

O encapsulamento de farmacos no interior dos lipossomas previne a sua degradacao
devido as agdes biologicas do corpo antes de chegarem ao local alvo, e a0 mesmo tempo, reduz
o aparecimento de efeitos secundarios, como por exemplo os que podem decorrer da toxicidade
do firmaco, aumentando assim a sua efic4cia terapéutica '°. No entanto, apesar das vantagens
que estas vesiculas apresentam, existe uma série de obstaculos que devem ser ultrapassados
para assegurar a eficacia destas vesiculas. Os lipossomas convencionais sdo instaveis no corpo,
o que reduz o éxito na entrega do farmaco. Portanto, para que seja possivel a libertacao do
farmaco no local desejado e sua estabilidade no corpo € necessario modificar os lipossomas,
designadamente através da introdu¢do de moléculas, como por exemplo polimeros, na
bicamada °.

A incorporagdo de polimeros na bicamada forma Complexos Polimero-Lipossoma

1



(CPL). Estes complexos tornam-se bastante estaveis pois o polimero fornece uma protecao
adicional ao lipossoma, baixando a interagdo deste com os componentes do sistema
circulatorio®. Para além disto, o polimero deve ter a capacidade de induzir o colapso do
lipossoma e a consequente libertagdo do farmaco no local alvo. Assim, sdo usados polimeros
denominados de inteligentes por regirem a estimulos, como por exemplo ao pH, temperatura,
luz, entre outros '3>8 A capacidade de resposta aos estimulos provoca alteracdes das
propriedades mecanicas e estruturais dos polimeros (densidade, volume, transparéncia,...) ’. E
a variacdo das propriedades do polimero que provocam a destabilizacio dos CPL e,
consequentemente, a libertacdo do seu conteudo.

A escolha do polimero ¢ crucial para a formulagdo de CPL com as caracteristicas
desejadas. A quantidade de polimero incorporado tem influéncia na capacidade de
encapsulamento e também na libertacdo das moléculas encapsuladas. A percentagem de
polimero incorporado nao deve comprometer a libertagao, nem dificultar o encapsulamento das
moléculas no interior dos CPL. Nao s6 os CPL devem ter uma elevada eficiéncia de
encapsulacdo, como também devem permitir a libertagdo do fairmaco encapsulado na taxa
desejada. Além disso, os polimeros devem ser biocompativeis e nao apresentar
imunogenicidade in vivo. Os polimeros utilizados nos CPL precisam de ser estaveis nas
condi¢des denominadas de fisiologicas (temperatura de 37 °C e pH de 7,4), e apenas devem
sofrer modificacdes quando sujeitos a estimulos.

Para além das propriedades dos polimeros, os CPL tém de cumprir uma série de
parametros para serem aplicados in vivo. Para comecar, os CPL devem ter um tamanho inferior
a 400 nm para serem adequados & sua administracdo e ao seu transporte dentro do sistema
circulatorio. De facto, o tamanho reduzido destas vesiculas facilita a interagdo com as células ¢
a passagem de barreiras fisioldgicas, como as membranas celulares e a barreira
hematoencefalica. A carga destes sistemas € outro dos fatores que tem influéncia na estabilidade
in vivo, e também no armazenamento prévio a sua administragao.

Portanto, a inovagao presente na formulagdo de sistemas de libertacdo controlada, a
aplicabilidade nas diversas areas e a complexidade inerente a sintese destes sistemas,
constituem a motivagao deste trabalho, cujo objetivo € o desenvolvimento e caracterizagao de

complexos polimero-lipossoma para sistemas inteligentes de libertagao controlada.



1.2 Objetivos

Neste trabalho, cujo objetivo € o desenvolvimento dos CPL como sistemas de libertagdo
controlada, estudou-se a formulacdo de CPL com polimeros com sensibilidade ao pH e a
temperatura. Os polimeros selecionados para este fim foram o Pluronic® F68, o Poli(acido

acrilico) (PAA) e o Poli[2-(N,N-Dimetilamina) etilmetacrilato] (PDMAEMA) (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos polimeros selecionados

O Pluronic®, também denominado de poloxamero, é constituido por 3 copolimeros em
bloco, mais precisamente por uma cadeia de poli(6xido de propileno) (PPO) e duas de
poli(6xido de etileno) (PEOQ). Como o PPO é hidrofébico e o PEO hidrofilico, o Pluronic®
possui caracteristicas anfifilicas que permitem que a incorporagao do polimero em lipossomas
possa ser efetuada por adsor¢do ou por incrustagdo (Figura 2). Em ambas as configuragdes, a
cadeia de PPO fica posicionada na bicamada lipidica devido a sua hidrofobicidade. Em relagao
as cadeias de PEO, no caso da incrustagdao, uma das cadeias fica no exterior do lipossoma e a

outra no nucleo. Na adsorcdo, ambas as cadeias de PEO ficam no exterior do lipossoma "%,

Figura 2 - Representagdo esquemdtica dos lipossomas com Pluronic® incorporado: A — Lipossoma, B — Lipossoma com

. ® . . . ® .
Pluronic™ incrustado, C — Lipossoma com Pluronic™ adsorvido °



O Pluronic® tem demonstrado o seu potencial para sistemas de libertagdo controlada
devido a sua biocompatibilidade e baixa toxicidade, e também devido a sua sensibilidade a
temperatura '1!820. O polimero tem a capacidade de aumentar a permeacdo de um firmaco na
Barreira hematoencefélica '®2!, de se acumular em células cancerosas resistentes a multiplos

farmacos %%

e de alterar a microviscosidade das células ?>. Portanto, este polimero tem
propriedades fisicas e bioldgicas, que o tornam vantajoso como elemento de ancoragem do
PAA e do PDMAEMA aos lipossomas.

O PAA ¢ um polimero com bastante potencial para sistemas de libertacao controlada.
Para além de ser biocompativel e de possuir propriedades mucoadesivas, este € sensivel ao pH
gracas aos grupos carboxilicos presentes na sua estrutura >°. A diminuicdo do pH altera a
conformacao do polimero para uma estrutura compacta, devido a protonagao que este sofre. Por
sua vez, 0 aumento provoca a expansio do PAA gragas a perda de protdes da sua estrutura®®.
Quando o PAA ¢ incorporado nos lipossomas, pode ser reticulado através dos grupos
carboxilicos, e, portanto, forma uma estrutura com a forma de uma jaula em redor dos mesmos,
que fornece estabilidade e resisténcia mecénica >,

O PDMAEMA tem sido investigado para materiais de entrega de genes, para entrega de
farmacos por micelas e revestimento de nanoparticulas magnéticas no tratamento de cancro, €
recentemente, para a formagio de CPL %27 O interesse neste polimero reside na sua
biocompatibilidade, hidrofilicidade e sensibilidade ao pH e a temperatura, mais precisamente
numa gama de 38 - 40 °C 2”2, Deste modo, o PDMAEMA ¢ adequado para aplicagdes
farmacéuticas e biomédicas.

O PAA ¢ o PDMAEMA foram ancorados ao Pluronic® através de reagdes de
polimeracgdo radicalar viva (ATRP). Para sintetizar os polimeros para incorporar nos CPL,
formou-se previamente o iniciador da polimerizacdo pela esterificagdo do Pluronic® e do
Brometo de 2-bromoisobutiril. Além disso, o PAA formou-se pela hidrolise do poli(acrilato de
tert-butilo).

Com os polimeros escolhidos e sintetizados, e uma vez que se pretende descobrir a
melhor formulagdo, formaram-se CPL com diferentes quantidades de polimero. A quantidade
de polimero incorporado influencia a capacidade dos CPL responderem aos estimulos, e
também a capacidade de encapsular e libertar moléculas. Deste modo, o estudo da razao lipido-
polimero, dos perfis de libertacdo e da eficiéncia de encapsulagdo tem de ser efetuado para
atingir a melhor formulacao. Visto que foram escolhidos polimeros sensiveis a temperatura e
ao pH, o estudo da estabilidade com a variagao destes parametros ¢ crucial para obter a melhor

formulacgao.



Para a formulacao dos CPL, escolheu-se como componente base a Lecitina de soja.
Devido ao seu baixo custo, disponibilidade e seguranga, a lecitina ¢ um composto muito atrativo
para aplicagdes farmacé€uticas. A Lecitina tem carga negativa e ¢ constituida por uma mistura
de fosfolipidos, maioritariamente por fosfatidilcolina 2°. Uma vez que o polimero sintetizado
com PAA, o PP, possui carga negativa, ¢ necessario adicionar um composto positivo a
bicamada, para ndo existirem repulsdes eletrostaticas entre o polimero e a superficie dos
lipossomas e neutralizar parcialmente a carga destes, de modo a que ocorra a incorporagdo do
polimero °. Para tal, estudou-se a influéncia da adi¢do da Estearialamina (CH3(CH2)17NHz), cuja
carga ¢é positiva, na caracterizagio dos CPL. Em relagdo, aos co-polimeros de Pluronic® e
PDMAEMA, ndio ¢ necessaria a adi¢io deste composto, uma vez que o Pluronic® é um
surfactante nio ionico e o PDMAEMA possui carga positiva 43,

A identificacdo da melhor formula¢dao também ¢ efetuada por testes de caracterizagdo
(tamanho, polidispersividade, potencial zeta) e pelo teste da viabilidade celular. Os CPL devem
ser biocompativeis e devem ter um tamanho adequado para serem utilizados in vivo. Além
disso, o potencial zeta deve ser elevada (em valor absoluto), para garantir que os CPL nao se
agregam '°. A agregacdo ¢ indesejada, tanto pelo facto de se pretender que os CPL possuam um
tamanho inferior a 400 nm, e por provocar a libertagdo precoce do conteudo encapsulado no
caso de estes serem armazenados.

Em suma, os objetivos deste trabalho residem na identificacao da melhor formulagao
com sensibilidade aos estimulos escolhidos, com uma elevada eficiéncia de encapsulagdo de
calceina (no caso deste trabalho), com uma taxa de libertagao baixa em condigdes fisioldgicas,

com um tamanho adequado para os CPL serem aplicados in vivo, com um potencial zeta

elevado, proximo dos 30 mV (em valor absoluto) 3! e que sejam biocompativeis com as células.






2. Revisao Bibliografica

2.1 Os fosfolipidos

Os fosfolipidos sao moléculas que pertencem a familia dos lipidos. Estas biomoléculas
destacam-se dos restantes lipidos devido a sua natureza anfifilica, decorrente da sua composi¢ao
caracteristica. A sua natureza deve-se a presenga de uma cabeca polar e de duas caudas apolares,
que conferem a molécula uma parte hidrofilica e outra hidrofobica. No entanto, os fosfolipidos
podem dividir-se em duas classes de acordo com os alcoois que contenham. As classes a que
os fosfolipidos pertencem sdo os glicerofosfolipidos e as esfingomielinas 2.

Os glicerofosfolipidos sdo os compostos maioritarios das membranas plasmaticas das
células eucaridticas. A sua estrutura apresenta uma cabeca constituida por um grupo fosfato,
por glicerol e também por um grupo “R” (Tabela 1), e por duas caudas compostas por acidos
gordos (Figura 3). A classificac¢ao da estrutura quimica dos glicerofosfolipidos reside no grupo
“R”, mas também no tamanho e saturacao das cadeias que compdem as caudas, no numero de

cadeias alifaticas e na ligagdo entre grupos alifaticos e a cadeia que contém o glicerol 3.
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Figura 3 - Estrutura de um glicerofosfolipido

O grupo “R” permite a diferenciacdo de alguns glicerofosfolipidos, sendo os mais

conhecidos a fosfatidilcolina (PC), a fosfatidiletanolamina (PE) e a fosfatidilserina (PS). Estes

sdo também alguns dos fosfolipidos mais usados para a formulagio de lipossomas !>,



Tabela 1 - Os diferentes grupos "R" e respetivos fosfolipidos

Nome Grupo Abreviatura Carga a pH
neutro

Fosfatidilcolina - CH2,CH,2N'(CH3)3 PC 0
Fosfatidiletanolamina -CH>CHoNH;3" PE 0
Fosfatidilserina -CH,CHNH3"COO PS -1
Acido Fosfatidico -H PA -1
Fosfatidilinositol -HCsHs(OH)s PI -1
Fosfatidilglicerol -CH>CH(OH)CH>OH PG -1

Como ja foi dito, outra forma de identificar os glicerofosfolipidos baseia-se na ligacao
entre as cadeias alifaticas e o glicerol. Esta ligacdo pode ser do tipo éter ou éster, sendo os
fosfolipidos com a ligacdo éter denominados de plasmogénios. O numero de cadeias alifaticas,
também pode ser um elemento diferenciador. Deste modo, ¢ possivel identificar os
lisofosfoslipidos, pois este apenas possuem uma cadeia alifatica, ou seja, uma cauda 2.

As esfingomielinas t€m uma estrutura semelhante a fosfatidilcolina. A sua distingao
provém da esfingosina presente na cabeca do fosfolipido, em substituicdo do glicerol, da
capacidade de formagdo de ligagdes intramoleculares e intermoleculares (pontes de
hidrogénio), que permite que a bicamada de esfingomielina possua caracteristicas
macroscopicas diferentes da bicamada de PC, e da gama da temperatura de transicao (Twm)?, que
é superior a da Lecitina natural 3.

Os fosfolipidos podem ser de origem natural ou sintética. As principais fontes dos
fosfolipidos de origem natural sdo os 6leos vegetais, como o 6leo de soja e de girassol, € os
tecidos animais. Dentro dos tecidos animais, a gema de ovo, ¢ o tecido animal que possui a
maior importancia para a obten¢ao de fosfolipidos. Apesar de ambas as fontes serem utilizadas,
o conteudo de fosfolipidos ¢ diferente para os tecidos animais e os 0leos vegetais. No caso da
gema de ovo, o conteudo de PC maior comparativamente com os 6leos vegetais. Outra distingao
reside nas esfingomielinas presentes nos tecidos animais, sendo algo caracteristico desta fonte
32

Os fosfolipidos de origem sintética podem ser obtidos por sintese total e semi-sintese.
No caso da semi-sintese, os compostos sdo de origem natural, sendo apenas efetuadas algumas
alteragdes da estrutura quimica, como por exemplo a substituicdo da cabega do fosfolipido.
Comparando a sintese total com a semi-sintese, a primeira envolve mais passos de reacao. A
sintese total envolve mais passos de reagao; sao estabelecidas ligagdes éter ou éster entre os

grupos apolares e o glicerol, e também se dé a ligagdo da cabeca polar 2.

! Tm — Temperatura ao qual ocorre a transi¢do dos fosfolipidos da fase de gel para a fase fluida
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Como j4a foi dito, os fosfolipidos possuem propriedades tinicas gragas a sua composicao
caracteristica. Uma vez que estes t€ém uma parte polar e outra apolar, ¢ possivel que estes se
organizem de varias formas, dependendo do meio em que se encontram. Assim, estas moléculas
sdo capazes de formar micelas, mas também bicamadas lipidicas, que permite, por sua vez, a

formacgao de lipossomas.

2.2 A bicamada lipidica

A bicamada lipidica ¢ composta por duas camadas adjacentes de fosfolipidos, orientadas
de uma forma especifica (Figura 4). Esta possui a regido apolar voltada para o interior, e a polar
para o exterior.
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Figura 4 - Estrutura da bicamada lipidica

A bicamada ¢ a estrutura que compde a membrana plasmatica das células eucaridticas.
Devido as caracteristicas fisicas e quimicas dos fosfolipidos, a bicamada torna-se uma
membrana semipermeavel, que apenas permite a passagem de solutos lipofilicos e impede a
passagem de ides e de moléculas hidrofilicas **. Para que ocorra a passagem destes, é necessario
que a membrana possua proteinas especializadas no transporte. No caso de os solutos possuirem
um tamanho elevado, ¢ possivel que o transporte ocorra por via de vesiculas formadas pelo
processo de endocitose e exocitose. Além das proteinas, a bicamada incorpora colesterol
(Figura 5) como elemento essencial a fluidez, a espessura e a compressibilidade desta 3.

O colesterol ¢ sintetizado no reticulo endoplasmatico presente nas células e transportado
para a membrana plasmatica pelo complexo de Golgi. Este também ¢ armazenado sob a forma
de lipoproteinas na corrente sanguinea >*. Ao introduzir colesterol na bicamada, a sua
estabilidade aumenta, uma vez que este composto reduz o movimento flip-flop natural dos
fosfolipidos '*. Isto deve-se a estrutura rigida deste composto e a sua interacio com os

fosfolipidos, que permite assim a redu¢ao da fluidez da membrana.



Figura 5 - Estrutura quimica do colesterol

2.3 As micelas

As micelas sdo estruturas esféricas resultantes da agregacdo de fosfolipidos. Esta
agregacao ocorre quando a concentragao destas moléculas no meio ¢ superior ou igual a
concentragdo micelar critica (CMC). Dependendo do meio, os fosfolipidos podem orientar-se
de forma diferente, condicionando assim o tipo de micelas que criam.

Os fosfolipidos em meio aquoso formam micelas com a parte hidrofilica exposta ao
meio, ou seja, a regido polar das moléculas fica em contacto com o meio (Figura 6-A). Quanto
a regido hidrofobica, esta fica protegida, ndo havendo assim interagdes com o meio. No caso
do meio ser constituido por um solvente organico, os fosfolipidos formam micelas reversas
(Figura 6-B). Estas micelas possuem a regido hidrofobica exposta ao meio e a hidrofilica
voltada para o interior. Portanto, a diferenca entre estas e as descritas anteriormente reside na

orientacdo dos fosfolipidos.
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Figura 6 - Estrutura de uma: A-Micela, B-Micela Reversa

Devido a estas particularidades, mas também a sua biocompatibilidade e
imunogenicidade, as micelas compostas por fosfolipidos t€ém sido estudadas para a entrega de

fArmacos pouco soliveis em agua *. Através da incorporacdo de polimeros, sdo formuladas
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micelas poliméricas com caracteristicas adequadas para serem utilizadas in vivo. Estas
caracteristicas sdo a sua biodegradabilidade, a libertagdo controlada do farmaco e um tempo de
vida longo no sistema circulatério 3. A combinagio com o poli(etileno glicol) (PEG) provou ser
bastante eficaz e adequada para a entrega de agentes terapéuticos e de diagnostico no tratamento
do enfarte do miocardio *°. Contudo, apesar da incorporagdo do PEG em micelas exibir um
elevado potencial como sistema de libertacao controlada, a sua seletividade no reconhecimento
de células cancerosas continua a ser um desafio *°. Para ultrapassar esse desafio, tém sido
estudadas outras solug¢des, como a incorporagao de outros polimeros ou compostos, que reajam

a estimulos e que identifiquem o alvo in vivo.

2.4 Os lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas constituidas por fosfolipidos (Figura 7). Devido
as suas caracteristicas anfifilicas, os fosfolipidos permitem a formag¢ao de uma bicamada ou de
multiplas, formando assim vesiculas unilamelares ou multilamelares. Dependendo do niimero

de bicamadas, os lipossomas podem possuir véarios tamanhos (Tabela 2) !33!

. A presenca da
bicamada permite que estas estruturas possuam um nucleo aquoso, com a capacidade de
armazenar moléculas hidrofilicas, e também permite que sejam armazenadas moléculas

hidrofébicas na mesma >13.
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Molécula
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Figura 7 - Estrutura de um lipossoma

11



Tabela 2 - Classificagdo dos lipossomas em relagdo ao tamanho e nimero de bicamadas

Classificacao Diametro (nm)
Vesiculas Unilamelares Pequenas (SUV) 20-100
Vesiculas Unilamelares Grandes (LUV) >100
Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUV) >1000
Vesiculas Oligolamelares (OLV) 100-1000
Vesiculas Multilamelares (MLV) >500
Vesiculas Multivesiculares (MMYV) >1000

A capacidade de armazenamento de moléculas, a biodegradabilidade, a
biocompatibilidade e a ndo imunogenicidade torna estas estruturas adequadas para sistemas de
libertagdio controlada de firmacos *!. Para além disto, estas estruturas permitem que haja um
aumento da solubilidade e da estabilidade de farmacos, prevenindo a degradagdo destes antes
de chegarem ao local alvo in vivo '3. Desta forma, a eficacia dos firmacos é aumentada,
reduzindo os efeitos secundarios e a sua toxicidade. No entanto, ainda existem desafios a
ultrapassar nas formulagdes de lipossomas para a entrega de farmacos, sendo o maior a
estabilidade destas vesiculas in vivo.

A estabilidade dos lipossomas ¢ fulcral para a entrega do farmaco no local alvo. Para
comegar, ¢ necessario assegurar que a bicamada ¢ estabilizada, pois o facto de os fosfolipidos
possuirem um movimento natural intrinseco aumenta a possibilidade do farmaco evadir-se do
seu interior. Usualmente, ¢ adicionado colesterol para estabilizar a bicamada. No entanto, a
quantidade de colesterol que ¢ adicionada tera efeito na eficiéncia de encapsulamento e de
libertacdo do farmaco pelos lipossomas. O facto de o sistema imunitario atacar estas vesiculas
quando sdo administradas, é causa da instabilidade destas in vivo °. Assim, sdo adicionados

3

polimeros e outros compostos, como aglicares °°, para aumentar a estabilidade e fornecer

funcionalidades adicionais. Portanto, os lipossomas também podem ser classificados segundo
a sua composi¢do, dividindo-se em cinco tipos '*: convencionais; de longa circulacdo;
cationicos; sensiveis a estimulos e imunolipossomas.

Os lipossomas possuem varias aplicagdes: na cosmética, na industria alimentar e na
medicina, sendo a Glltima a que assume maior importancia ¢ a medicina. O tratamento do cancro
¢ o campo que tem sido mais estudado, no entanto, também existem formula¢des aprovadas

para o tratamento de infe¢des e meningite neopldsica, para anestesias, entre outras (Tabela 3)’.
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Tabela 3 - Formulagdes aprovadas para o tratamento de algumas doengas >’

Medicamento Farmaco Terapia Ano de aprovacao
Doxil/Caelyx Doxorrubicina Sarcoma de Kaposi 1995
(Johnson Cancro do ovario 1999
& Johnson) Cancro da mama 2003
Mieloma Multiplo 2007
Amphotec Anfotericina B Aspergilose 1996
(Intermune) Invasiva
Diprivan Propofol Anestésico 1986
(AstraZeneca)
Marqibo (Talon) Vincristina Leucemia 2012
Limfobléstica
Aguda

2.4.1 A composicao dos lipossomas e suas caracteristicas

Os lipossomas convencionais

Os lipossomas convencionais sao constituidos por fosfolipidos, podendo também conter
colesterol. Estes possuem carga negativa ou neutra devido a carga dos fosfolipidos que os
constituem. Os lipossomas convencionais sao caracterizados por um curto tempo de vida no
sistema circulatério, uma vez que sdo fortemente atacados pelo sistema imunitario °. Apesar
destes obstaculos, os lipossomas convencionais possuem algumas aplicagdes. Estes sao
administrados por via parenteral através de vacinas, para o tratamento de infegdes virais,
bacterianas e parasiticas *%. A entrega de antigénios também ¢é outra das aplica¢des destas
vesiculas, assim como a entrega de imunomoduladores para aumentar a capacidade de
destrui¢do de células neoblasticas por parte dos macrofagos, e para aumentar a resisténcia a

microrganismos infeciosos **.

Lipossomas de longa circulacao

O tempo de vida dos lipossomas convencionais corresponde a um obstaculo no uso
destas vesiculas para entrega de farmacos. Como tal, devido a necessidade de ter sistemas com

maior longevidade, cuja eficicia da entrega ndo fosse comprometida, surgiram os lipossomas

13



de longa circulagdo, constituidos pela composicao base dos lipossomas convencionais, mas
diferenciando-se destes pela inclusdo de polimeros na sua bicamada lipidica *°.

Os polimeros incorporados s3o inertes e biocompativeis, ndo devendo possuir
toxicidade e imunogenicidade. Como tal, alguns dos polimeros estudados para a integracdo em
lipossomas de longa circulagdo foram o Poli(etileno glicol) PEG, o Poli N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida e o poli(dlcool vinilico) (PVA) *°. Deste conjunto de polimeros, o que tem sido
mais estudado e utilizado para a criagdo de lipossomas de longa circulacdo ¢ o PEG. Para além
de ser inerte e biocompativel, o PEG ¢ também hidrofilico e possui uma flexibilidade elevada
6. A sua inclusdo nos lipossomas forma uma camada protetora sobre a superficie, que evita que
os lipossomas sejam atacados pelas células do sistema mononuclear fagocitico (MPS) °.
Assim, existe um aumento da longevidade dos lipossomas in vivo, que permite a acumulacao
destes no local alvo e, por sua vez, a libertagdo do farmaco de uma forma eficaz. Deste modo,
os lipossomas com PEG tém sido aplicados ndo s6 em estudos para o tratamento de cancro
134142 “mas também no tratamento da esclerose multipla . Contudo, os lipossomas de longa-
circulagdo apresentam alguns inconvenientes, como a taxa de libertagdo da substancia ativa
baixa, ou a incapacidade de fundirem com o endossoma (formado pelo processo de endocitose)
apos a sua internalizacdo *°. Deste modo, é necessario que os lipossomas sejam modificados de

forma a terem longevidade, mas também a ultrapassarem estes obstaculos.

Lipossomas sensiveis a estimulos

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de lipossomas sensiveis a estimulos para sistemas
de libertacao controlada tem sido substancial. A capacidade de resposta a estimulos permite a
libertagdo do farmaco no local alvo, através do colapso/destabiliza¢ao dos lipossomas. A sua
destabiliza¢do ocorre devido a alteragcdes do meio em que estdo inseridos. Estas alteragdes
podem ser relativas ao pH, ao potencial redox, a temperatura, ao campo magnético ou a luz.
Portanto, para reagirem a estas variagoes, os lipossomas t€m integrar substancias especificas na
sua composi¢ao, com a capacidade de responder aos estimulos referidos. As substancias
adicionadas na sua formulagdo podem ser polimeros, péptidos, nanoparticulas, agentes

fotossensiveis, entre outros '*3744.

e Lipossomas sensiveis ao pH

Os lipossomas sensiveis ao pH sdo sistemas de libertacdo que reagem a acidificacio
que ocorre em tecidos inflamados e em células tumorais. Estes sdo criados para serem estaveis
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aum pH de 7.4 (pH normal do sangue) e degradarem a um pH menor que 6 '**°. A mudanca
do pH provoca a modificagdo da permeabilidade da bicamada lipidica através da
protonagdo/desprotona¢do dos grupos funcionais, que por sua vez, induz alteracdes
morfologicas na mesma **. Para a formulacdo dos lipossomas sensiveis ao pH, podem ser
utilizados péptidos fusogénicos, como GALA (Acido-Glutimico-Alanina-Leucina-Alanina),
que garantem a integridade dos lipossomas a pH normal, mas que se tornam hidrofobicos a pH
acidos, facilitando a fusdo com as membranas celulares, e a libertagdo do farmaco no local alvo
1344 Também pode ser utilizado o PEG combinado com grupos funcionais, como éster e
hidrazona, para criar lipossomas com longo tempo de circulagdo e que respondem as diferencas
de pH. Os polimeros sensiveis ao pH sdo compostos que podem ser incorporados na bicamada
dos lipossomas. A libertagdo das moléculas encapsuladas em lipossomas deste tipo pode ocorrer
através da hidrolise ou dissolugao do polimero, e também pela protonagao dos grupos sensiveis
ao pH, que provoca um inchago do mesmo 2¢. Alguns dos polimeros que tém sido estudados
para a producdo de lipossomas sensiveis ao pH sdo o poli(acido acrilico) (PAA), o poli[2-(N,N-

Dimetilamina)etilmetacrilato] (PDMAEMA) e poli(etilenimina) (PEI) '*!6,

e Lipossomas sensiveis a temperatura

Os fosfolipidos s@o moléculas que possuem dois estados: o estado de gel e o estado de
fluido. A temperatura que marca a passagem de um estado para outro denomina-se temperatura
de transicdo de fases (Twm). Abaixo desta, os fosfolipidos encontram-se no estado gel, e acima,
em estado fluido. Devido a esta caracteristica, os lipossomas sdo inerentemente sensiveis a
temperatura, o que torna a escolha do tipo de fosfolipido essencial para a estabilidade do
lipossoma e do firmaco encapsulado '*. Para aplicag¢des in vivo, os lipossomas devem ser
compostos por fosfolipidos que estejam em fase de gel a temperatura fisioldgica (37 °C) e
passem para uma fase fluida acima desta temperatura. Esta transi¢cdo torna a libertacao possivel
em dareas patologicas, como tumores e zonas inflamadas, que sdo caracterizadas pela sua
hipertermia '>. Também ocorre libertacdo quando ¢é aplicado calor externamente na area
desejada, através de banhos e pulsos eletromagnéticos !°. Deste modo, a temperatura é
considerada um estimulo para a formulagao de sistemas de libertacao controlada.

Os lipossomas respondem a temperatura naturalmente devido aos lipidos que os
constituem. Contudo, para a formulacdo de sistemas sensiveis a temperatura, podem ser
incorporados também lisolipidos e polimeros com a capacidade de responderem a temperatura
17, Os lisolipidos diferenciam-se dos fosfolipidos pela presenca de apenas uma cauda

hidrofobica. Quando incorporados em lipossomas, durante a transi¢ao de fases, acumulam-se
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em locais especificos na bicamada formando “poros” através da sua inversao para uma estrutura
micelar (Figura 8). A formagdo destes poros causa a destabilizacdo dos lipossomas e a
libertacdo do farmaco encapsulado *. O uso do lisolipido Monopalmitoilfosfatidilcolina
(MSPC) incorporado em lipossomas para a entrega de Doxorrubicina (ThermoDox), j& provou
a eficacia destes sistemas de libertacdo em testes com ratos '°. De facto, o ThermoDox tem sido
aplicado em ensaios clinicos para o tratamento de varios tipos de cancro. No entanto, foi
observado que os lisolipidos dissociavam-se rapidamente dos lipossomas em meio fisiolégico,
ap6s a sua administragdo, devido as interagdes com as proteinas presentes no plasma. Estas
interacdes provocavam a destabilizacdo dos lipossomas e a libertagdo da Doxorubina antes de

chegar ao local alvo '*!7,

Figura 8 - Formagdo de poros pela incorporagéo de lisolipidos *°

Como foi dito, os polimeros também podem ser utilizados para a formulagao de sistemas
sensiveis a temperatura. Para a sua formulagdo, sdo utilizados polimeros soliveis em dgua a
temperatura fisiologica (37 °C), e que se tornam hidrofobicos ao serem submetidos a calor !*!7.
Esta caracteristica deve-se a alteragdo do estado das pontes de hidrogénio formadas entre o
polimero e as moléculas de dgua adjacentes. A transi¢do entre os estados esta associada a
transposi¢do da temperatura critica inferior de solu¢do (LCST) (Figura 9). Para serem
incorporados nos lipossomas, os polimeros devem ser misciveis no solvente (dgua) abaixo desta
temperatura. A transposi¢ao da LCST provoca a quebra da membrana dos lipossomas, devido
a mudanca de estado do polimero, permitindo assim a libertagdo dos compostos encapsulados

13.17 "Para a producio destes sistemas, podem ser utilizados polimeros naturais, como quitosano

e celulose, e sintéticos, como poli(N-isopropilacrilamida) e poloxameros (Tabela 4) '*!7.
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Figura 9 - llustragdo de um lipossoma com a incorporagdo de um polimero sensivel a temperatura ¥
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Tabela 4 - Polimeros utilizados na sintese de lipossomas sensiveis a temperatura

Naturais Sintéticos

Quitosano Poli(N-isopropilacrilamida)
Celulose Poli(N-viniléteres)
Gelatina Poloxameros (Pluronics®)

Poli(N-alquilaminas)
Poli(N-aminoetil metacrilatos)
Polietileno glicol e Metacrilatos de
Polietileno Glicol

Poli(N-alquilo oxazolinas)

e Lipossomas sensiveis a enzimas

As enzimas sao fundamentais para a regulacdao da atividade celular in vivo. Estas sdo
afetadas pela presenca de uma doenca, provocando a sua desregulacdo. O cancro e a artrite
inflamatoria sdo doengas que provocam uma sobre-expressdo de enzimas, como a fosfolipase
A, as metaloproteinases de matriz (MMP) e lisozimas, entre outras >4 Assim, é possivel
usar a desregulagdo da atividade enziméatica como um alvo para os lipossomas.

A composicao dos lipossomas sensiveis as enzimas depende do seu alvo, ou seja, da
enzima que detetam. No caso da sobre-expressdo em células tumorais da fosfolipase Ao,
verifica-se que esta enzima € mais ativa a lipossomas com PEG, do que sem este polimero. Isto
deve-se a carga negativa dos lipidos com PEG incorporados nos lipossomas, como por exemplo
o 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(poli(etileno glicol))-2000] (DSPE-
PEG2000). A libertagdo do conteudo dos lipossomas é consequéncia da atividade da enzima
sobre os lipossomas, que induz uma mudanga morfoldgica da bicamada para uma estrutura
micelar, por formagao de lisolipidos. Deste modo, foi estudada a relagdo entre a composicao
dos lipossomas e a atividade da fosfolipase Az, no qual obtiveram-se formulagdes que permitem
a libertacdo rapida de Doxorrubicina, através da modificacio da membrana dos lipossomas %,
Quanto as MMP, podem ser utilizados substratos, como péptidos, proteinas e polimeros, para

o reconhecimento destas enzimas na formula¢do de lipossomas '°.

e Lipossomas sensiveis ao potencial redox

A diferenca de potencial entre os tecidos saudéaveis e os tecidos tumorais, ou entre o
meio extracelular (potencial oxidante) e intracelular (potencial redutor) pode ser considerada
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um estimulo para a formulacdo de sistemas de libertagdo controlada '>*. A formulacdo de
lipossomas baseia-se na utilizagdo de agentes redox, como as ligagdes dissulfureto, que sao
anexadas a lipidos e incorporadas na bicamada. Estas ligacdes sao fortemente destabilizadas no
meio intracelular pela glutationa (antioxidante). A glutationa esta presente no interior das
células, designadamente nas mitocondrias, no citosol e no nucleo, numa concentracao de 2-20
uM. No entanto, na presenca de tumores, esta ¢ 100 vezes superior, o que torna esta diferencga
um alvo para lipossomas sensiveis ao potencial redox '°. Assim, na presenca deste oxidante, as
ligacdes dissulfureto sdo oxidadas, provocando a libertagdo do contetido encapsulado nos
lipossomas #°.

Para além das ligacdes dissulfureto, também ¢ utilizado PEG combinado com outros
compostos, que originam conjugados de PEG (Figura 10). O PEG forma uma camada protetora
a volta dos lipossomas. A camada ¢ removivel através da sua sensibilidade a reducao, o que
permite que sejam desenvolvidos lipossomas com a sensibilidade ao potencial redox e a outros
estimulos, como o pH *°. No entanto, o uso de polimeros sensiveis a reducdo tem desvantagens.
Para os lipossomas serem sensiveis ao potencial redox, ¢ preciso uma concentracao elevada de
agentes redutores presentes no local alvo. Como a maioria dos lipossomas entra nas células pelo
processo de endocitose, verifica-se que a reagao de reducao do dissulfureto ¢ muito lenta devido
a ligeira acidez do meio *. Além disto, se os lipossomas forem degradados nos endossomas,

ndo chegardo ao citosol, onde a atividade redutora ¢ maior.
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e Lipossomas sensiveis a0 campo magnético

As nanoparticulas magnéticas tém sido bastante estudadas devido as suas propriedades
fisicas e natureza biocompativel °. Uma das propriedades fisicas de maior relevancia é a
capacidade de responderem ao campo magnético. Esta capacidade permite que estas particulas
sejam aplicadas em sistemas de libertagao controlada sensiveis a estimulos, como por exemplo,
em lipossomas %31,

Os lipossomas sensiveis ao campo magnético incorporam nanoparticulas magnéticas na
bicamada lipidica 2. A capacidade destas responderem fortemente ao campo magnético,
permite que os lipossomas possam acumular-se no local alvo pela aplicagdo externa do
estimulo. Deste modo, estes sistemas de libertacdio podem ser usados em tratamentos de
quimioterapia, e também como agentes de contraste em ressonancias magnéticas °'. A aplicagdo
de campos magnéticos de elevada frequéncia (HFMF) na quimioterapia provoca hipertermia
nas células tumorais. Como as células tumorais sao mais sensiveis a temperatura, isto permite
a sua destruicdo e a preservagdo das células saudéveis em volta '*3152 Assim, a interaco das
nanoparticulas presentes nos lipossomas com o campo magnético permite que o farmaco seja
libertado rapidamente apds a exposi¢do, € induz um aumento de temperatura benéfico no
tratamento do cancro >°. As nanoparticulas mais utilizadas nos lipossomas sensiveis ao campo
magnético sdo de 6xido de ferro (Fe3O4 e y-Fe,03) %52, A incorporagio destas nanoparticulas

em lipossomas com PEG cria lipossomas bastante estiveis e com longevidade in vivo 1°.

e Lipossomas sensiveis a luz

Os lipossomas sensiveis a luz apresentam um grande potencial para sistemas de
libertagdo controlada. A sensibilidade a luz deve-se a incorporacdo de agentes fotossensiveis,

que podem ser lipidos ou moléculas '3

. Além destes, a integracdo de nanoparticulas, como
nanoparticulas de ouro, também tem sido considerada para a formulagdo destes sistemas. Estas
particulas exibem propriedades condutoras fotoquimicas que sdo uteis a varias areas da
medicina, salientando-se as ressonancias e o tratamento de cancro 3.

A utilizagdo de lipidos como agente fotossensivel implica a modificacdo quimica de
fosfolipidos. Esta pode ocorrer em trés regides da molécula: no grupo presente na cabeca, na
cadeia de glicerol ou nas caudas de 4cidos gordos **. As caudas tém sido a drea mais focada,

uma vez que que o tamanho e a satura¢do da cadeia condicionam o empacotamento dos

fosfolipidos nos lipossomas (Figura 11). A modificacdo dos lipidos introduz defeitos que
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tornam a bicamada lipidica instavel e suscetivel a luz >*. Assim, esta sensibilidade permite a
libertagdo das moléculas encapsuladas nos lipossomas.

Para além da utilizacdo dos fosfolipidos modificados, também podem ser incorporadas,
simultaneamente, moléculas fotossensiveis. Derivados de porfirina, ftalocianinas e compostos
clorados sdo exemplos de moléculas usadas para este fim '>. A sua incorporacdo em lipossomas
¢ de particular importancia no combate ao cancro pela terapia fotodinamica (PDT). A PDT ativa
os agentes fotossensiveis presentes nos lipossomas, e gera espécies de oxigénio reativas (ROS)
que destroem as células tumorais alvo luz >*. Até agora, devido as caracteristicas hidrofobicas
e a limitagdo das moléculas alcangarem o local alvo na forma ativa, existe apenas uma

formulagdo utilizada na PDT denominada de Visudyne.
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Figura 11 - Lipidos mais estudados devido d sua sensibilidade a luz >*

e Lipossomas sensiveis a ultrassons

A aplicacao de ultrassons na medicina abrange varias areas, como a imagiologia, a
ablacdo de tecidos tumorais e a fisioterapia. Para além destas areas, foi demonstrado que os

ultrassons podem induzir a libertacdo controlada de farmacos em lipossomas. A libertacdo pode
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ser provocada por efeitos térmicos usando ultrassons de alta frequéncia (HFUS), ou por efeitos
mecanicos com ultrassons de baixa frequéncia (LFUS) .

A utilizacdo de LFUS provoca a cavitagdo acustica dos lipossomas, isto ¢, induz a
formagdo e crescimento de bolhas de géas dentro da bicamada ou ntcleo. O seu crescimento
provoca a formacao de poros transientes, através dos quais o farmaco encapsulado ¢ libertado
(Figura 12) 3¢ Foi provado que lipossomas compostos por fosfatidilcolina hidrogenada de
soja, colesterol e PEG 2000-DSPE e com cisplatina (molécula utilizada no tratamento do
cancro) encapsulada, libertavam 80 % do conteudo passados 3 min apds a sua exposi¢do a

LFUS ¢,

Figura 12 - Mecanismo de libertagdo de lipossomas sujeitos a LFUS: (4) Formacgdo de poros hidrofobicos, através da
rutura da bicamada (B) Formagdo de poros hidrofilicos pela altera¢do da conformagdo da bicamda >

Quanto a exposicao dos lipossomas a HFUS, os ultrassons provocam um efeito térmico
na area em que sao aplicados. Neste caso, sdo utilizados lipossomas sensiveis a temperatura,
que sofrem uma transicao de fase dos fosfolipidos constituintes, a uma temperatura ligeiramente
superior a fisioldgica. A transi¢do provoca a libertagdo das moléculas encapsuladas *°.

A libertac¢do induzida por ultrassons ¢ afetada pela composi¢do dos lipossomas, pela
presenga de PEG e pelo estado fisico da bicamada. A conjugaciao do PEG com lipidos aumenta
a libertacao, devido a focalizacdo da energia ultrassonica na superficie do lipossoma. Também
a incorporacao de moléculas nas membranas como surfactantes e fosfolipidos com cadeias
insaturadas, provoca a destabilizacdo do empacotamento dos fosfolipidos, tornando assim os
lipossomas mais sensiveis aos ultrassons. Quando a bicamada sofre a transi¢cdo de fase, existe
um aumento da absor¢io da energia ultrassonica >°.

Portanto, os lipossomas sensiveis a ultrassons apresentam bastante potencial como
sistemas de libertagcdo controlada. De facto, ja foram reportados estudos efetuados em animais

com bons resultados '°.
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Imunolipossomas

Os imunolipossomas sdo lipossomas que possuem anticorpos na sua superficie (Figura
13). A presenca dos anticorpos favorece a ligagao do lipossomas ao local alvo. No entanto, estes
sistemas possuem alguma dificuldade em sair da corrente sanguinea para outros locais que ndo
o figado e o bagco. Assim, a imunogenicidade e a instabilidade tornam-se obstaculos na

37 Para resolver os

utilizagdo destas vesiculas como sistemas de libertagdo controlada
problemas associados aos imunolipossomas foi incorporado PEG na sua superficie . As
cadeias de PEG sdo ligadas a superficie dos imunolipossomas e os anticorpos podem ser ligados
a estas, ou diretamente a bicamada lipidica. Uma vez que a presenga do PEG, dependendo da
quantidade, provoca a diminuicao da ligagdo dos antigénios aos anticorpos integrados
diretamente a bicamada lipidica, tem-se desenvolvido imunolipossomas com os anticorpos

ligados as cadeias de PEG. Neste caso, nio ocorre a diminui¢do da ligagdo dos antigénios °’.

Typel Type Il

Figura 13 — Imunolipossomas >’

A utilizagdo de anticorpos integrais também induz a imunogenicidade dos
imunolipossomas, €, por sua vez, a sua rapida eliminagdo por fagocitose. Para evitar a sua
eliminagio, sdo incorporados fragmentos de anticorpos, como os fragmentos Fab’ e scFv *. Os
imunolipossomas com fragmentos Fab’ podem aumentar farmacocinética e exibem uma
atividade anti tumoral bastante potente. Por sua vez, os fragmentos scFv sdo os fragmentos mais
pequenos, mas com elevada eficiéncia na ligagdo com os antigénios. Como tal, sdo poucos os
fragmentos necessarios a formagao destes imunolipossomas. A sua eficacia in vivo e in vitro

para a entrega de formacos em locais alvo também ja foi demonstrada °’.
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Lipossomas cationicos

Os lipossomas cationicos sdo vesiculas de carga positiva gracas a sua composicao
lipidica. Estas vesiculas sdo constituidas por fosfolipidos de carga neutra e lipidos de carga
positiva 3. Os lipossomas catiénicos sdo utilizados como sistemas de entrega de 4cidos
nucleicos e de ADN, e também de ARN interferente (Shim, et al., 2013). Como estas moléculas
possuem uma carga negativa elevada, os lipidos catidnicos conseguem neutraliza-las e
condensa-las numa estrutura mais compacta **. De facto, foi demonstrado que lipossomas
cationicos constituidos por Cloreto de N-[1-(2,3-Dioleiloxi)propil-N,N,N-trimetilaménio e
com ADN incorporado, conseguiam interagir melhor com as membranas celulares, cuja carga
é negativa .

Para além da sua base composicdo, ¢ necessaria a adi¢ao de lipidos neutros como
agentes auxiliares. A adicdo do lipido neutro Dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) permite que

os lipossomas escapem ao processo de endocitose, aumentando assim a eficicia na entrega *.

2.4.2 Caracterizacao dos lipossomas

Tamanho e Polidispersividade

O tamanho dos lipossomas e a sua polidispersividade sdo dois parametros importantes
do ponto de vista terapéutico, e sdo essenciais para determinar a qualidade e as variagdes
associadas ao processo de producio dos lipossomas '*. O controlo do tamanho ¢ crucial quando
se pretende que a sua administraco seja por via parenteral '*!. De facto, o seu tamanho deve
variar entre 50 — 450 nm para aplicacdes médicas °%. A polidispersividade, traduz a distribuicdo
de tamanhos presente num lote de lipossomas. O valor deste parametro ndo deve ultrapassar
0,5; valores superiores a este indicam que as amostras sao muito heterogéneas.

A andlise do tamanho e da polidispersividade pode ser efetuada por varias técnicas,
sendo elas o DLS (Dispersao Dinamica da Luz), o SEC (Cromatografia de Exclusao de
Tamanho), o RMN (Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear), o TEM (Microscopia

1331 Dentro destas

de Transmissdo Eletronica) e o AFM (Microscopia de Forca Atdémica
técnicas, a mais utilizada ¢ o DLS devido a sua facilidade e a sua rapidez, e por permitir a

analise dos lipossomas no seu meio de sintese '°.
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Potencial Zeta

O potencial zeta € uma propriedade fisica caracteristica de particulas suspensas. A partir
desta caracteristica, pode ser determinada a estabilidade das particulas num sistema coloidal,
assim como a sua capacidade de interagdo *!. Portanto, esta propriedade pode ser utilizada para
a caracterizacdo de lipossomas.

Os lipossomas podem possuir carga positiva, negativa ou neutra, dependendo da sua
composi¢dao. Quanto maior for a carga, negativa ou positiva, maior ¢ a repulsdo entre os
lipossomas e menor é a possibilidade de ocorrer a sua agregacdo 3318, Portanto, as particulas
com um potencial zeta baixo (em valor absoluto) ou nulo, terdo uma maior probabilidade de
agregacao. Deste modo, os lipossomas deverdao apresentar um potencial zeta menor/maior que
-30 mV ou + 30 mV para serem estaveis>'.

Para além da estabilidade, o potencial zeta ¢ bastante importante para avaliar a interacao
entre lipossomas e células. A carga elevada facilita e beneficia esta interacao, e, por sua vez, a
entrega de um farmaco no interior das células. De facto, os lipossomas de carga neutra possuem
uma interagao reduzida com as células, que provoca a libertagao das moléculas encapsuladas
no meio extracelular 3. Assim, o desejavel é que os lipossomas possuam um potencial zeta

elevado.

Eficiéncia de Encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulagdo ¢ definida como a quantidade encapsulada nos lipossomas
em relagdo a quantidade inicial colocada na solugdo de encapsulante. O valor da eficiéncia de
encapsulacdo depende da capacidade de encapsulagdo dos lipossomas. Esta capacidade provém
da composicao dos lipossomas, assim como do seu método de produgdo e da sua lamelaridade,
da quantidade inicial de encapsulante e capacidade dos lipossomas para capturarem as
moléculas a encapsular 3!.

Para determinar este valor, primeiro remove-se as moléculas da solu¢do que ndo tenham
sido encapsuladas, ou seja, que estejam livres na solucdo. A remocao pode ser efetuada por
dialise ou por ultracentrifugacio '**!. Apos a sua remocao, é adicionado um composto organico,
como o metanol ou Triton X-100, que provoca a rutura da bicamada dos lipossomas, e por sua
vez, a libertagdo do seu contetido. As moléculas libertadas sdo quantificadas através de técnicas,
como a Espectroscopia de Fluorescéncia, e também de técnicas eletroquimicas e métodos
baseados em enzimas. A técnica utilizada para a quantificagdo depende da natureza das

moléculas encapsuladas '*-*!.
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Lamelaridade

O estudo da lamelaridade dos lipossomas ¢ de particular importancia, pois determina o
sucesso dos lipossomas utilizados numa terapia. O numero de bicamadas lipidicas tem
influéncia na capacidade de encapsulagdo e na cinética do farmaco encapsulado. A partir deste
estudo define-se a estrutura dos lipossomas, cuja dependéncia se deve aos lipidos utilizados e
ao método de produgio >3,

A lamelaridade pode ser determinada por técnicas baseadas em quimicos, por Crio-TEM
e por RMN, com o Crio-TEM a ser o mais utilizado para o estudo da lamelaridade e morfologia
dos lipossomas '**!. Os métodos baseados em quimicos podem levar a resultados errados, uma

vez que pressupdem que os quimicos utilizados na determinagdo do nimero de bicamadas

espalham-se uniformemente na camada exterior '°.

Concentracao de lipidos

A determinagdo da concentragdo de lipidos ¢ importante, uma vez que a composi¢ao
dos lipossomas tem influéncia na capacidade de encapsulagao, no perfil de libertacdo das
moléculas encapsuladas e na estabilidade dos mesmos .

A quantificacdo de lipidos pode ser efetuada por cromatografia, mais precisamente por
HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia), por GC (Cromatografia Gasosa) e TLC
(Cromatografia de camada fina) “¢. Estas técnicas separam e quantificam os lipidos presentes
na amostra através do tamanho das cadeias das caudas, da composi¢ao da cabega e também da
polaridade .

A leitura da fluorescéncia também pode ser utilizada para a obten¢do da concentragdo
de lipidos. Neste caso, sdo utilizados reagentes quimicos e enzimaticos que desencadeiam
reacdes quimicas, € por sua vez a formagdao de compostos com cor. O método de Bartley e o
método do 4cido ascorbico sdo exemplos de técnicas que utilizam reagentes quimicos. Quanto

aos métodos enzimaticos, o mais utilizado analisa fosfatidilcolina e colesterol 3'.

Libertacao in vitro

O estudo do perfil de libertagdo de lipossomas in vitro deve ser efetuado anteriormente
a sua administragdo in vivo. Este passo € crucial para perceber a estabilidade dos lipossomas,
assim como a farmacocinética do agente ativo encapsulado. Portanto, este estudo deve ser

efetuado com as mesmas condicdes in vivo e ao longo do tempo.
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As condigdes sao obtidas através da utilizagao de uma solugao tampao de fosfato-salino
com pH=7,4 e a uma temperatura de 37°C. Estas condi¢des simulam as condigdes in vivo e sao
mantidas & medida que as amostras sdo retiradas e analisadas por espectroscopia de
fluorescéncia ou de UV. A partir da espectroscopia quantifica-se a quantidade de farmaco

libertado, podendo tragar-se o seu perfil de libertacdo °.

Citotoxicidade

Os fosfolipidos permitem que os lipossomas sejam biocompativeis. No entanto, a
incorporagdo de outros compostos na sua constituicdo pode originar efeitos secundarios
indesejaveis, ou seja, pode desencadear a sua toxicidade. Deste modo, o estudo da
citotoxicidade deve ser efetuado para que tal ndo aconteca apds a sua administracdo in vivo.

Para avaliar a toxicidade dos lipossomas deve-se determinar a viabilidade celular através
do estudo de MTT. Neste estudo, o MTT (brometo de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) ¢ reduzido e convertido em formazan pelas células vidveis. A determinagao
deste composto ¢ efetuada por um espectrofotometro através da leitura da absorvancia da
solucdo. A absorvancia € convertida em concentracdo, quantificando assim o composto
convertido. Por sua vez, pode ser estabelecida uma relagdo entre a quantidade de MTT
convertida e o nimero de células viaveis °'.

Além do estudo MTT, este deve ser combinado com um método que contabilize a

relacdo entre as células vivas e as células mortas °'.

2.4.3 Métodos de Producao

As caracteristicas dos lipossomas, como o tamanho, a eficiéncia de encapsulagdo e o
nimero de bicamadas, sdo determinadas pela forma como sdo produzidos. Para escolher o
método apropriado deve-se considerar a composi¢ao dos lipossomas, a natureza da molécula
encapsulada, a reprodutibilidade de lotes, entre outros parametros ®2. Os métodos de produgcio
podem ser divididos em métodos convencionais e novos '3, e também podem ser classificados
de acordo com a técnica base de producdo, ou seja, em métodos que utilizam a agitagdo
mecanica, a evaporagdo do solvente, inje¢do do solvente ou solubiliza¢io do detergente .

Dentro do grupo dos métodos convencionais, a hidratagdo por filme fino, também
denominado de método de Bangham, foi o primeiro método a ser descrito para a producao de

13,31

lipossomas . Neste método, ¢ criado um filme de fosfolipidos através da evaporacdo do

solvente organico em que estavam dispersos. Os filmes sdo de seguida congelados para
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assegurar a remog¢ao completa do solvente. Os lipossomas sdo formados a partir da hidratagao
dos filmes com uma solugio tampio '*%3. Este método é simples de aplicar, mas produz
lipossomas com tamanhos heterogéneos, principalmente MLV, e com uma baixa eficiéncia de
encapsulacdo. Para produzir SUV recorre-se a ultrassons e a extrusao para reduzir o tamanho

dos lipossomas produzidos ©2.

A evaporacdo por fase reversa ¢ outro dos métodos
convencionais. Neste método, sdo formados filmes lipidicos através da evaporagdo do solvente
em que os lipidos estavam dispersos. Os filmes sdo purgados com azoto e sdo dissolvidos num
solvente diferente do utilizado inicialmente, que pode ser éter dietilico e éter isopropilico. De
seguida, forma-se uma emulsao com a adi¢cao de uma solugdo aquosa e o solvente organico ¢
removido por evaporacdo, através de um fluxo de azoto. Com este método formam-se
lipossomas com uma elevada eficiéncia de encapsulaco >*1'63, No caso da injecdo de solvente,
a fase organica com os fosfolipidos dispersos ¢ injetada numa solug¢dao aquosa com o farmaco.
A injegao do solvente provoca a formacao de lipossomas com uma gama de tamanhos estreita
(< 100 nm), dispensando assim a extrusdao ou os ultrassons para reduzir o tamanho. O éter e o
etanol sdo os solventes utilizados neste método. Como o etanol ¢ miscivel com a solugdo
aquosa, os lipossomas formam-se instantaneamente. Quanto ao éter, este deve ser adicionado a
solucdo aquosa a 60 °C devido a sua imiscibilidade. Ao contactar com a solu¢ao aquosa, o éter
¢ evaporado e os lipossomas sdo formados. Com este método obtém-se lipossomas com
elevadas eficiéncias de encapsulagdo, mas que podem conter residuos de solventes,
principalmente de etanol >3, A didlise de detergente ¢ o ultimo método convencional. Neste
método, os fosfolipidos sdo dissolvidos em micelas de detergente e adicionados a uma solucao
aquosa. De seguida, remove-se o detergente por dialise, formando-se lipossomas unilamelares
com 40 - 180 nm 3!,

Apesar de os métodos convencionais serem faceis de aplicar, nao sao adequados a nivel
industrial. Uma vez que a distribui¢do de tamanhos ¢ heterogénea, e, relacionado com isso, a
eficiéncia de encapsulagdo ¢ inconsistente e a esterilizagdo ¢ complicada, surgiram métodos
novos para criarem lipossomas eficazmente . Os métodos novos incluem o spray-drying, a
liofilizagdo, a evaporagao por fase reversa supercritica com CO», a injecao por fluxo cruzado,

a microfluidizaco, entre outros '*!

. Estes métodos conseguem ultrapassar os problemas
associados a formacgao de lipossomas convencionais, como a heterogeneidade de tamanhos e a
baixa eficiéncia de encapsulacdo. Além disso, varios destes métodos realizam-se em uma etapa,

encurtando assim o tempo necessario a sintese dos lipossomas 3!,
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2.4.4 Esterilizacao dos lipossomas

A esterilizacdo dos lipossomas deve anteceder a sua administragdo in vivo,
principalmente se a via de administracdo for parenteral. Esta deve ser realizada para eliminar
contaminantes, como endotoxinas, virus, pirogénios e bactérias, que advém dos seus
constituintes. No entanto, a esterilizacao destes sistemas ¢ um desafio devido a sua constituigao
caracteristica e aos requisitos inerentes ao processo de producao destas vesiculas. Assim, o
método de esterilizacdao aplicado deve ter o menor impacto possivel nas propriedades e na
estrutura dos lipossomas e deve evitar a sua degradacio 3.

A esterilizagdo por filtracdo ¢ um método que nao utiliza calor nem radiagao, e, portanto,
ndo utiliza fatores ou condigdes aos que os lipossomas sdo sensiveis . Neste método, os
lipossomas sdo passados por um filtro sob pressdao, que consegue reter as bactérias e outros
contaminantes com uma dimensao maior que 200 nm. Para aplicar este método os lipossomas
tém de possuir um tamanho inferior a 200 nm de forma a garantir a sua separacdo dos
contaminantes '>. Apesar de ser uma técnica que nio provoca a degradacdo dos lipossomas, a
filtragdo consome muito tempo, € bastante cara, deve ser realizada em condigdes assépticas e €
pouco eficiente na remogio de virus *.

Outro dos métodos que ndo utiliza calor ¢ a esterilizagdo quimica mediante o uso de
oxido de etileno, que atua como agente de alquilacdo de proteinas bacterianas e de material
genético, provocando assim a eliminagio efetiva de bactérias e virus ®. Apesar deste método
ndo afetar as bicamadas lipidicas, a remogdo do 6xido de etileno deve ser efetuada com todo o
cuidado para garantir a inexisténcia de residuos desse composto nos lipossomas. Como os
residuos sdo carcinogénicos, os lipossomas esterilizados por este método devem estar
liofilizados e nao em dispersao aquosa. Esta ¢ inadequada devido a formagdo de compostos
toxicos secundarios com a solugdo tampdo '***. Neste método ndo existe a barreira do tamanho
dos lipossomas.

A esterilizacdo com vapor saturado ¢ um método que utiliza calor para eliminar os
contaminantes. A utilizagdo de vapor com uma temperatura acima da Tm (T =121 °C), mesmo
por pouco tempo (15-20 min), pode levar a transi¢do de fases da bicamada lipidica e,
consequentemente, a libertagdo do contetdo encapsulado. Também pode provocar reagdes de
hidrolise e a agregacao dos lipossomas. Estes efeitos podem ser minimizadas com uma solugao
tampao apropriada e um pH adequado, tornando este método uma boa escolha para a
esterilizacdo de lipossomas. Por razdes oObvias, os lipossomas formulados para terem

sensibilidade a temperatura nio devem ser esterilizados por este método 364,
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A radiagdo-y, a radiacdo UV e a esterilizacdo por calor seco sdo métodos bastantes
utilizados no ambito da medicina. No entanto, sdo inadequados a esterilizacdo de lipossomas
pois provocam a sua degradacgdo através da formacdo de radicais e de reagdes de oxidagdo e de
hidrolise *.

Uma forma de evitar a utilizagdo de métodos de esterilizagdo ¢ a produgdo asséptica, em
que os materiais necessarios a formacao dos lipossomas sdo esterilizados previamente, assim
como o material necessario para o processo. Apesar de ser efetuada a esterilizagdo prévia, existe
sempre um risco de contaminagdo. A produgao asséptica ¢ um processo muito caro ¢ deve ser

efetuado como tultima escolha 364,

2.4.5 Conservacao

A conservagao dos lipossomas deve garantir a sua estabilidade fisica e quimica durante
0 armazenamento até a sua administracao in vivo. Ao longo do tempo, os lipossomas tendem a
agregar-se para formar vesiculas maiores, uma vez que estas sdo termodinamicamente mais
estaveis. A fusdo das vesiculas provoca a libertagdo extemporanea das moléculas encapsuladas
3163

A libertagdo das moléculas encapsuladas também pode ser provocada devido a reagdes
de oxidagao. Os fosfolipidos sofrem processos de oxidagdao que alteram a permeabilidade da
bicamada lipidica, e, por sua vez, a estabilidade desta. A alteragdo da permeabilidade
desencadeia a libertagdo das moléculas encapsuladas 3!

Para resolver os problemas associados a estabilidade dos lipossomas deve-se
desenvolver uma formulagdo adequada e liofilizar. Além disto, também podem ser adicionados
outros compostos para prevenir a degradacdo dos lipossomas. A adi¢do de colesterol e
esfingomielinas diminui a permeabilidade da bicamada, e, por sua vez, a fuga das moléculas
encapsuladas. Por outro lado, a oxidagdo pode ser reduzida pela adicao de ascorbato de sédio
(regulador de pH) ¢°.

Além da estabilidade fisica e quimica, também se deve controlar a estabilidade
microbiana. Assim, a esterilizacdo deve ser efetuada antes do armazenamento destes sistemas

de libertacdo 3'.
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2.5 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas constituidas pela repetigdo de moléculas mais
pequenas denominadas de mondémeros. Designam-se homopolimeros se a unidade de repeti¢ao
for um monoémero apenas, ou copolimeros, se forem constituidos por mais do que um tipo de
monomero. Para além da composi¢do, os polimeros podem ser classificados pela sua estrutura
(linear, ramificado, reticulado) e pelos grupos funcionais presentes. Os polimeros podem ser de
origem natural, sintética ou mista (artificial), no caso da modificagdo dos polimeros naturais.
No caso dos polimeros sintéticos, a sua formagao ocorre através de reagdes de polimerizagao.
Estas reagcdes podem ser de dois tipos, sendo o primeiro a reacdo em cadeia e o segundo a reagao

gradual &.

2.5.1 Reacoes de polimerizacao

A sintese de polimeros pode ser efetuada por reagdes em cadeia e graduais. As reacdes
em cadeia dividem-se em 3 etapas, sendo elas a iniciagdo, a propagacdo e a terminagdo. Para
que estas reagdes ocorram € necessaria a presenga de um iniciador. O iniciador ¢ ativado por
via térmica, pela luz ou com o potencial redox. Dependendo do iniciador, as reagcdes podem ser
radicalares, catidnicas, anionicas e por coordenagdo. As reagdes em cadeia possuem um
consumo lento dos mondmeros, mas um aumento rapido do peso molecular .

No caso das reagdes graduais, nao € necessario um iniciador para desencadear a reagao,
uma vez 0s proprios monomeros possuem grupos reativos na sua constituicao. Como nao existe
a etapa da terminagdo, os grupos permanecem ativos no fim das cadeias poliméricas. Portanto,
existe apenas um mecanismo de reagio durante a polimerizagdo .

As reagdes de polimerizacdo podem ser efetuadas por varias técnicas. Estas técnicas
distinguem-se em técnicas homogéneas e heterogéneas. A polimerizacdo em massa € em
solugdo pertencem ao grupo das técnicas homogéneas, e a emulsdo, suspensdo e miniemulsao
pertencem ao grupo das heterogéneas. A técnica deve ser escolhida tendo em conta uma série
de fatores, como a viscosidade do meio reacional, a pureza desejada do polimero, a remocgao de
calor do meio e a polidispersividade ¢,

A polimerizagao em massa diferencia-se da polimerizacdo em solucao pela auséncia de
um solvente e pela quantidade de polimero sintetizado. A auséncia do solvente evita o processo
de remogao deste do polimero sintetizado. No entanto, na polimerizagdo em massa existe um
aumento substancial de viscosidade, que torna a transferéncia de calor mais dificil. Assim,
existe a possibilidade de ocorrer o efeito de gel, que ¢ indesejavel. Quanto a polimerizagdo em

solucdo, ¢ mais vantajosa pois nao existe o risco de desencadear o efeito de gel. Nesta técnica
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deve-se escolher o solvente adequado, para que ndo ocorra reagdes de transferéncia de cadeia
para o solvente .

Quanto as técnicas heterogéneas, a polimeriza¢ao por emulsdo necessita de um solvente,
do mondmero, do iniciador ¢ de um surfactante acima da CMC. O mondémero migra para o
interior das micelas devido a sua insolubilidade no solvente. Assim, a sintese polimérica ocorre
no interior das micelas. No caso da suspensdo, ¢ necessdrio um agente tensioativo para
estabilizar as goticulas de monomero. O iniciador, insoluvel no solvente, migra para as goticulas

e desencadeia o inicio da reagio de polimerizagio .

2.5.2 Polimerizacao Radicalar Viva

A polimerizagdo viva ¢ um tipo de reacdo em cadeia que ndo possui a etapa da
terminacao ou reagdes de transferéncia de cadeia. A auséncia da terminagdo permite a sintese
de polimeros com uma menor polidispersividade e com uma composi¢ao e estrutura bem
definida. Assim, esta polimerizagdo permite a sintese de macromoléculas com uma estrutura
especifica como os copolimeros em bloco. A polimeriza¢do viva pode ser anidnica, catidnica
ou radicalar ¢,

A polimerizagao radicalar viva inicia-se com a decomposi¢ao homolitica do iniciador e,
por sua vez, a formagao de um radical reativo e outro estavel. O radical reativo reage com o
monomero, iniciando assim a reagdo de polimerizacdo. O radical estavel liga-se a cadeia
polimérica para evitar a etapa da terminacdo e manter a cadeia “viva”. A ligacdo do radical
estavel cria uma espécie dormente, que pode continuar a crescer como uma nova polimerizagao

66,67

por adicdo de mondmeros O mecanismo da polimerizacdo radicalar viva estd

exemplificado na Figura 13.
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R - Radical Reativo
R—Z =2R-+7-
Z - Radical Estavel

Iniciagdo

R-+M - RM -

v

RM-+M — RM, - ]" Propagacdo

Terminagao RM, - +Z-= RM, —Z

Bimolecular .
Espécie Dormente

Figura 14 - Esquema da polimerizagdo radicalar viva

Na polimerizagdo radicalar viva o iniciador deve decompor-se a0 mesmo tempo, para
garantir que as cadeias poliméricas crescem de igual forma. Portanto, a iniciacao deve ser rapida
para estabelecer o equilibrio entre as cadeias em crescimento e as espécies dormentes. A
constante deste equilibrio deve ter um valor baixo. O inicio da polimerizagdo ocorre por
estimulo térmico ou fotoquimico. Dentro da polimerizagdo radicalar existem trés técnicas: a
polimerizacao radicalar por transferéncia atobmica (ATRP), a polimerizacao de transferéncia de

cadeia por fragmentacao reversivel de adi¢ao (RAFT) e a polimerizagao radicalar livre estavel

(SFRP) %665,

e Polimerizacio radicalar por transferéncia atbmica (ATRP)

A polimerizagdo ATRP inicia-se com formacao de um complexo por transferéncia de
um atomo halogenado para o catalisador de um metal de transi¢ao (exemplo: Cobre). A
transferéncia do atomo do iniciador desencadeia o crescimento das cadeias poliméricas, através
da reagdo entre os radicais gerados pela transferéncia e os mondmeros. As cadeias deixam de
crescer quando o catalisador € regenerado e o atomo halogenado ¢ transferido para as mesmas.
A presenca do atomo halogenado nas cadeias cria as espécies dormentes %7,

Os fatores que afetam o controlo da ATRP sdo a razdo entre a quantidade de ligante e
de catalisador, a temperatura ¢ a quantidade de iniciador. Além disto, deve-se escolher o

iniciador e o catalisador mais adequado para a etapa de iniciacao ser rapida. A polimerizagao ¢

mais rapida com a transferéncia de um atomo de bromo do iniciador em vez de um de cloro. O
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maior problema da ATRP reside na remog¢ao do metal de transi¢do do polimero, visto que este

é regenerado no fim da reacdo ¢’.

e Polimerizacao de transferéncia de cadeia por fragmentacio reversivel de adicdo

RAFT

A RAFT ¢ uma técnica que controla o tamanho das cadeias poliméricas através de
reacdes de transferéncia de cadeia. Para efetuar estas reacdes ¢ necessario um agente de
transferéncia de cadeia, como ditioestéres, tritiocarbonatos, ditiocarbamatos e xantatos *°. A
polimerizacao ocorre na presenga destes agentes € inicia-se com um iniciador convencional, ou
seja, com um iniciador utilizado na polimerizacdo radicalar convencional . A etapa da
iniciagdo ocorre por via térmica, fotoquimica, ou mesmo por via do potencial redox. A medida
que as cadeias poliméricas vao crescendo, estas reagem com o agente de transferéncia de cadeia.
A reagdo cria espécies dormentes e também novos radicais para a sintese de novas cadeias
poliméricas. A polimerizagdo cria polimeros com um baixo indice de polidispersividade e sem
catalisadores metélicos. No entanto, produz polimeros com cores e odores devido aos grupos
tioestér ®. A escolha dos reagentes e das condi¢des adequadas é crucial para o sucesso da RAFT

na criacdo de polimeros com uma estrutura especifica (estrela, tri-blocos, di-blocos, etc.) ®.

e Polimerizacao radicalar livre estavel (SFRP)

A SFRP ¢ uma técnica de polimerizagao que utiliza a ligagdo covalente de um radical
estavel com um radical ativo para criar uma espécie dormente reversivel. A polimerizagao
utiliza como radicais estaveis os 0xidos de azoto, ditiocarbamatos, espécies organometalicas e
derivados de benzidrilo. Quando sdo empregues os 6xidos de azoto, a polimerizagdo ¢ mais
eficiente e denomina-se de polimeriza¢io mediada por 6xidos de azoto (NMP) 7°. Um dos
oxidos de azoto mais utilizado em NMP ¢ o TEMPO (2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidinol). Este
composto promove a decomposicao do iniciador e liga-se ao fim das cadeias poliméricas para
criar as espécies dormentes e, por sua vez, evitar a etapa da terminagdo. A quebra do iniciador

ocorre por via térmica %67,
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

Os seguintes compostos foram utilizados tal como adquiridos: Lecitina de soja (Acros
Organics, granular, USA), Colesterol (95 %, Sigma-Aldrich, USA), Estearilamina (90 %, Acros
Organics, Bélgica), Pluronic® F68 (Sigma-Aldrich, USA), Cloroférmio (99,2 %, VWR
Chemicals, Franga), Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanossulfonico) (Amresco®, USA) e
Calceina (Acros Organics, Bélgica), Acido Cloridrico (37 %, VWR Chemicals, Franga),
Metanol ( 99 %, VWR Chemicals, Franga), Dimetilsulfoxido (99.6 %, VWR Chemicals,
Franca), Brometo de Cobre (I) (99 %, Alfa Aesar, Alemanha), Acido trifluoracético (99 %,
VWR Chemicals, Fran¢a), n-Hexano (99,3 %, VWR Chemicals, Franga), Tolueno (99 %, VWR
Chemicals, Franga), 1,1,4,7,7-Pentametildietilenotriamina (98 %, Alfa Aesar, Alemanha),
Tetrahidrofurano (VWR Chemicals, Franga), Brometo de 2-bromoisobutiril (97 %, Alfa Aesar,
Alemanha), 4-Dimetilaminopiridina (99 %, Merck, China), Cloreto de S6dio (99 %, Sigma-
Aldrich, USA), Triton® X-100 (Sigma-Aldrich, USA), Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, USA) e meio de cultura celular DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (GIBCO BRL Life Technologies, USA). Purificou-se o
Acrilato de fert-butilo (99 %, Alfa Aesar, Alemanha) e o 2-Dimetilaminoetil metacrilato (> 99
%, Merck, Alemanha) em colunas de silica e alumina para remover os agentes estabilizantes
que impedem a polimerizagdio dos monomeros aquando o seu armazenamento. O
Diclorometano (99,8 %, VWR Chemicals, Franga) foi previamente destilado para a sua
utilizagdo nas sinteses. A Trietilamina (99 %, Merck, Bélgica) foi seca sobre Hidreto de Célcio
e destilada a vacuo. Membranas de didlise (3 500 Da, Medicell Membranes Ltd., UK) foram
utilizadas na purifica¢do dos polimeros. Para a determinacdo da concentracdo de lipidos um kit

comercial de colorimetria enzimatica (CHO-POD, Spinreact, Portugal).

3.2 Técnicas

3.2.1 Dispersio dinamica da luz (DLS) e Eletroforese de Laser Doppler (LDM)

A analise do tamanho, polidispersividade e potencial zeta dos CPL foi realizada com o
equipamento ZetaSizer Nano. Este equipamento mede o tamanho e distribuicdo de tamanhos

das nanoparticulas através da detecdo de luz dispersa. A dispersdo de luz ¢ provocada pelos
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movimentos brownianos das nanoparticulas suspensas na amostra. Através da equacao de
Stokes-Einstein, a dispersdo é medida e convertida no tamanho das particulas 7.

Para além do DLS, o equipamento utiliza o LDM para medir o potencial zeta das
nanoparticulas. A aplicacdo de um campo elétrico sobre as particulas suspensas na amostra
promove o seu movimento. A velocidade com que particulas se movem esta diretamente ligada
ao seu potencial zeta. Como tal, ao medir a velocidade pela técnica M3-PALS (Phase analysis
Light Scattering), calcula-se a mobilidade eletroforética e a partir desta obtém-se o potencial

zeta 7!,

3.2.2 Cromatografia de permeacao de gel (GPC)

Os polimeros sintetizados tiveram de ser analisados para avaliar a sua aplicabilidade nos
CPL. Para tal, foi utilizada a técnica de GPC para determinar o peso molecular ¢ a
polidispersividade.

O GPC ¢ uma técnica que separa as moléculas poliméricas presentes numa solucao pelo
seu tamanho. Este tipo de cromatografia usa uma coluna com um enchimento com poros, que
permite que a fase estaciondria passe a volta e pelo interior do enchimento. Assim, as moléculas
maiores sao as mais rapidas a passar a coluna, pois ndo conseguem passar no interior dos poros,
enquanto as mais pequenas sao as ultimas devido a sua passagem pelos poros. A passagem das
moléculas pela coluna ¢ detetada e ¢ determinado o seu tempo de elui¢do. Este tempo ¢
relacionado com a calibragdo (efetuada com padrdes de peso molecular conhecido) para a
obteng¢do do peso molecular numérico (M,) € o peso molecular ponderal (My). A razdo Myw/Mn
¢ importante para definir a dispersdo de tamanhos de cadeia que existe na amostra. Pretende-se
que esta razdo seja proxima de 1, para a amostra possuir uma distribuicdo de tamanhos

estreita’?.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ¢ uma técnica que estuda a estrutura
das moléculas, as suas interagdes e a sua dindmica. Deste modo, os estudos por RMN permitem
a determinacdo de propriedades quimicas e fisicas das moléculas através da andlise das
propriedades magnéticas dos niicleos de alguns dtomos ">,

Os nucleos dos atomos sdo carregados eletricamente e possuem spin. Quando sdo
sujeitos a um campo magnético externo, estes sofrem um aumento de energia relativo a sua

base, emitindo assim esta mudanca na gama das radiofrequéncias. Ao voltar a sua energia
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inicial, ocorre também a sua emissdo em radiofrequéncias. As emissoes sao medidas e
processadas para a obten¢do de um espectro com picos. A partir destes picos € possivel a
identificacdo dos grupos funcionais presentes nas moléculas . Portanto, este método pode ser
utilizado como um complemento de outras técnicas analiticas. E uma técnica quantitativa e nio

destrutiva, podendo ser aplicada a amostras solidas e a solu¢des 7.

3.2.4 Espectroscopia de Infravermelho (ATR-FTIR)

A radiagdo infravermelha (IV) € uma regido do espetro da radiacao eletromagnética que
possui aplicagdes praticas na espectrometria. A espectrometria de IV € uma técnica instrumental
que investiga a estrutura quimica de compostos organicos e de alguns inorganicos, de modo a
confirmar e identificar a presenga de grupos funcionais caracteristicos numa amostra. A técnica
baseia-se na medida da reflectancia, absor¢ao e emissao das amostras, dependendo da regiao
espectral de IV utilizada, do tipo de amostra e do tipo de andlise. A regido de IV mais utilizada
para espectrometria é a de IV média, com nimeros de onda na gama de 670 a 4000 cm™ 7,

O FTIR é um espectrometro que utiliza a Transformada de Fourier para analisar
amostras complexas, pequenas e com bandas de absor¢do fracas. Este equipamento ¢ simples,
fiavel, rapido e realiza sobretudo analises qualitativas. Com este equipamento obtém-se um
espetro, que regista a frequéncia e a intensidade dos grupos funcionais presentes na amostra. A
identificacdo dos grupos ¢ efetuada por via de tabelas de correlagdo, e por comparacdo de
catalogos de espetros de substancias puras e conhecidas 7*. Para analisar amostras solidas, como
polimeros, mede-se a reflexdao no IV. A reflexdo pode ser de varios tipos; difusa, interna,

especular e total atenuada (ATR). O modo ATR-FTIR tem a vantagem de ser uma analise rapida

e sem uma preparacio complicada °.

3.2.5 Espectrofluorimetria

A incidéncia de radiacao eletromagnética sobre as moléculas provoca a transi¢ao de um
estado de menor energia para um superior, através da absor¢do da energia radiante. Ao atingir
o estado de maior energia, as moléculas voltam rapidamente ao seu estado fundamental com a
emissao da energia absorvida. A emissao ¢ efetuada sob a forma de fluorescéncia quando o
eletrdo transita do nivel de menor energia do estado excitado para o estado fundamental ’%7’.
Para medir a fluorescéncia recorre-se a um espectroflurimetro. Este equipamento possui uma
lampada de tungsténio ou deutério, que emite e incide radiagdo com um comprimento de onda

especifico sobre a amostra. A radiagio emitida pela amostra é detetada num angulo de 90° 7677,
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A espectroscopia de fluorescéncia pode ser utilizada no estudo de sistemas de libertagao

controlada de farmacos, mais precisamente no estudo da libertagdo ’®

3.3 Métodos

3.3.1 Sintese do Pluronic®-2-bromoisobutiril

Importa comegar por referir que a sintese do iniciador do Pluronic®-2-bromoisobutiril
(PLU-Br) foi realizada previamente a realizacdo deste trabalho por uma investigadora
pertencente ao grupo de investigacdo. O iniciador necessario a sintese do polimero PPD e PP
foi obtido pela esterificacio do Pluronic® F68 (PLU) com o Brometo de 2-bromoisobutiril (2-
BiB). A reagao de esterificagdo ocorre nos terminais da cadeia de PLU, devido a presenca de
dois grupos —OH. A titulo representativo, a figura 15 ilustra a reag@o de esterificagdo que ocorre
num dos terminais do PLU. A sintese do iniciador teve como base o processo utilizado na
sintese do Colesterol-2-bromoisobutiril (CHO-Br), reportado em trabalhos desenvolvidos

anteriormente por outros membros do grupo de investigagio !4

bAL = PALRE L

S

Figura 15 - Esquema da sintese do iniciador Plu-Br

Para a sintese do iniciador, foram adicionados 10 mL de uma solugdo de 4-
dimetilaminopiridina, recristalizada em tolueno, em diclorometano seco (100 g/L) a um balao
de fundo redondo de 250 mL com 0,7 mL de trietilamina previamente destilada.

O balao foi equipado com um condensador, um agitador magnético, uma ampola de
adicdo ¢ com uma entrada/saida de azoto. Em atmosfera inerte, através de um fluxo continuo
de azoto, a mistura foi colocada num banho de gelo para garantir que a temperatura da mistura
se mantivesse a 0 °C. De seguida, adicionou-se, gota-a-gota, 3 mL de 2-BiB em 10 mL de
diclorometano seco. Por fim, foram adicionados, também gota-a-gota, o mais lentamente
possivel, 50 mL de uma solucao de PLU em diclorometano seco (20 g/L). No final da adi¢ao,
a temperatura da mistura foi elevada até aos 27 °C e assim se manteve durante 20 horas, ao

longo das quais se deu a reagdo de esterificagdo.
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ApOs a reacao, a mistura foi lavada com uma solugao saturada de cloreto de sodio para
remover residuos de trietilamina e de 2-BiB. Cerca de metade do solvente organico,
diclorometano, foi removido com o auxilio de um evaporador rotativo, a 40 °C e 0.1 mbar. Por
fim, o PLU-Br foi precipitado em etanol, filtrado e seco sob vacuo numa estufa a 40 °C até
apresentar valores de massa constantes. O produto final, um composto branco de alta densidade

e granuloso, foi ainda reduzido a p6 através de agdo mecanica.

3.3.2 Sintese do polimero Pluronic® - Poli(N,N-dimetilaminoetil metacrilato)

O polimero Pluronic® - Poli(N,N-dimetilaminoetil metacrilato) (PPD) obteve-se através
de polimeriza¢ao radicalar viva (ATRP), usando tolueno como solvente (Figura 16). O tolueno
foi borbulhado em azoto e o catalisador Brometo de Cobre (I) e o ligante 1,1,4,7,7-
Pentametildietilenotriamina (PMDETA) foram dissolvidos no mesmo. De seguida, a solugao
foi colocada num reator Schlenk de 25 mL, ao qual também se adicionou o mondémero
purificado N,N-dimetilaminoetil metacrilato (DMAEMA) e o iniciador PLU-Br. O reator, num
banho de gelo, foi alimentado com azoto durante 1 hora para efetuar a desgaseificacdo da
mistura reacional. Ao fim deste tempo, colocou-se o reator num banho quente a 60 °C ou 80 °C
e a pressao atmosférica por diferentes tempos de reagdo. As reagdes foram interrompidas com

a abertura do reator, e consequente entrada de ar, e a adigdo de 2 mL de THF.
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Figura 16 - Representagdo esquematica da reagdo de sintese do PPD (Apesar de as cadeias de PDMAEMA crescerem em
ambos os lados da cadeia de PLU, devido a presenca de dois grupos funcionais, a figura ilustra o que ocorre num dos
terminais)

A seguir a sintese polimérica, procedeu-se a etapa de purificagdo do polimero através
da passagem em colunas de silica-alumina e a didlise em agua miliQ durante 48 horas, com
renovagdo de agua de 12 em 12 horas. Apds a didlise, evaporou-se o solvente e procedeu-se a
dissolu¢do do polimero em agua. O polimero foi de seguida colocado num liofilizador durante

48 h a -50 °C e a 0,5 mbar. Com a liofilizagdo, o polimero adquire um estado so6lido
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caracterizado por um po branco de baixa densidade. Para confirmar o sucesso da polimerizagao

e avaliar as propriedades do polimero, este foi analisado por ATR-FTIR, RMN e GPC.

3.3.2 Sintese do polimero Pluronic® - Poli (acrilato de zert-butilo)

Cabe comecar por dizer que a sintese deste composto foi realizada previamente a
realizagdo deste trabalho por uma investigadora pertencente ao grupo de investigacdo. O
polimero Pluronic® - Poli(acrilato de tert-butilo) (PPtBA) obteve-se através de ATRP. O
procedimento para a sintese deste polimero ¢ igual a do PPD, anteriormente descrita (sec¢ao
3.3.1), a excecado do mondémero utilizado, neste caso o acrilato de tert-butilo (tBA). A

caracterizacao foi igualmente realizada por ATR-FTIR, RMN e GPC.

3.3.3 Sintese do polimero Pluronic® - Poli(acido acrilico)

E de referir que a sintese deste composto foi realizada previamente a realizagdo deste
trabalho por uma investigadora pertencente ao grupo de investigagdo. O polimero Pluronic®-
Poli(acido acrilico) (PP) foi obtido pela hidrdlise do PPtBA (Figura 17). Para tal, o PPtBA
sintetizado anteriormente foi dissolvido 10 mL de diclorometano e colocado num baldo de
fundo redondo. O baldo foi colocado num banho a 0 °C e equipado com um condensador, um
agitador magnético, uma entrada e saida de azoto e uma ampola de adicdo. Através da ampola,
foram adicionados, em excesso, 10 mL de acido trifluoracético, gota-a-gota, o mais lentamente

possivel. Depois da adicdo, procedeu-se a hidrolise em atmosfera inerte durante a 48 horas e a
30 °C.

CH,Cl, R
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Figura 17 - Representagdo esquemadtica da reagdo de hidrolise do PPtBA

O polimero obtido foi precipitado em n-hexano, filtrado e lavado em éter dietilico, e
seco a vacuo a uma temperatura de 40 °C até apresentar valores de massa constantes. Este foi

de seguida analisado por ART-FTIR, RMN e GPC.
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3.3.4 Formulacao de lipossomas

O lipossomas foram preparados pelo método de Hidratagdo de Filme Fino 3. Para tal,
100 pL de uma solugdo de lecitina de soja (LC) em cloroférmio (4 mg/mL) foram inseridos em
tubos de ensaio de fundo redondo. O cloroférmio foi evaporado a partir de um fluxo continuo
de azoto para a formagdo dos filmes lipidicos. Em seguida, os tubos foram colocados no
congelador durante 12 horas, para assegurar a remocao total do cloroférmio.

Ap6s as 12 horas, os filmes lipidicos foram hidratados com 200 pL de Acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanossulfonico (HEPES) (50 mM e pH=7) e colocados em tubos
contendo, cada um, 6 esferas de vidro. Depois de vigorosamente agitadas, as solugdes lipidicas
foram incubadas a 37 °C e 100 rpm por uma noite, ao fim do qual se deu formagao de
lipossomas. Testou-se ainda o efeito da adi¢do de 5 % de SA e CHO em cloroférmio (4 mg/mL)
nas propriedades dos CPL. Estas solugdes foram adicionadas a cada tubo juntamente com a

solucao de LC.

3.3.5 Formacao de CPL

A formacao dos CPL ocorre em duas fases: a primeira corresponde a formacao dos
lipossomas (descrita anteriormente); e a segunda a formac¢do dos CPL através da incorporacao
de polimeros nas bicamadas lipidicas. De forma a obter a melhor formulagdo de CPL, foram
testadas diferentes percentagens (2.5 %, 5 % e 10 %) de PLU e dos polimeros sintetizados
anteriormente (PP e PPD).

Assim, apds a formacao dos lipossomas, foram adicionados diferentes quantidades de
PLU, PP e PPD em HEPES (10 mg/mL). Feita a adig@o, os tubos foram colocados de novo na
incubadora a 37 °C e com uma agitacao de 100 rpm durante 24 horas. Esta operagao levou a

formagdo CPL prontos a serem caracterizados.

3.3.6 Encapsulacao dos CPL

Para os estudos de libertagao, os filmes lipidicos, formados pelo processo descrito na
sec¢ao 3.3.4, foram hidratados com 100 pL de uma solugdo de 60 mM de calceina em HEPES.
A calceina ¢ uma molécula que pode ser encapsulada nos CPL e quantificada por fluorescéncia,
podendo assim ser utilizada em testes de libertacdo. Feita a adicdo desta molécula, as amostras
foram colocadas na incubadora a 37 °C e 100 rpm durante 24 horas. Posteriormente, foram

adicionadas a solugdes dos polimeros PLU, PP e PPD aos tubos, para a formagao dos CPL. A
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seguir a adigdo, os tubos foram colocados de novo na incubadora a 37 °C e 100 rpm durante a
noite.

As amostras foram de seguida retiradas da incubadora e lavadas 3 vezes com a solucao
tampao de HEPES. Para o processo de lavagem foram efetuados 3 ciclos de 5 min a 10000 rpm
numa centrifugadora. A lavagem remove a calceina que nao foi encapsulada. Depois da ultima

lavagem, as amostras foram hidratadas de novo com 200 pL de HEPES.

3.3.7 Determinacao da quantidade de lipidos

Apos a preparagao dos CPL pelo processo descrito anteriormente, as amostras foram
colocadas em eppendorfs e foram sujeitas a uma centrifugacdo de 10 000 rpm durante 10 min.
De seguida, o sobrenadante foi retirado e foi adicionada a solu¢do de HEPES para voltar a
hidratar os CPL. A determinagao da quantidade de lipidos foi efetuada com recurso as

instrucdes de um kit de colorimetria enzimatica da Spinreact (Apéndice I).

3.3.8 Perfis de libertacao e eficiéncia de encapsulacio

Para os testes de libertagdo foram usadas amostras de CPL com calceina. A
fluorescéncia das amostras ao longo do tempo foi monitorizada com o auxilio de um
espectroflurimetro com comprimentos de onda de excitagdo e de emissao de 485/20 nm e de
528/20 nm, respetivamente. Os testes de libertagdo foram efetuados em diferentes condigdes de
temperatura (37 °C e 42 °C) e pH (1,3,5,7,9 e 11).

De forma a conhecer a quantidade total de calceina contida nos CPL procedeu-se ao
colapso dos mesmos através da adigdo de uma solucdo de Triton X-100 a 20 % (v/v). Esta
informagdo permite tracar os perfis de libertagdo e determinar a eficiéncia de encapsulagao.
Com os valores de fluorescéncia medidos no inicio (F;), ao longo do tempo (F) e no fim apods a
adicao do Triton X-100 (F¢), € calculada a percentagem de libertagao pela equacao (1).

(F-Fj)

% Libertagdo = iy < 100 (1)

O célculo da eficiéncia de encapsulagdo efetuou-se apos a determinacao da concentragao
de lipidos nas amostras e da obtencdo dos perfis de libertagdo. Com recurso aos valores de
fluorescéncia, obteve-se o valor de calceina encapsulada pela conversao destes em concentracao

molar pela reta de calibragdo (2).
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[Calceina] = 1 x 1073(F, — F;), R=0,99 (2)

A eficiéncia de encapsulagao foi calculada pela equagdo (3), no qual a concentragao de

lipidos foi obtida pelo passo descrito na sec¢do (3.3.8).

[Calceinal]
[Lipidos]

EE(%) = x 100 3)

Estes testes foram efetuados no Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia

de Alimentos, La Plata, Argentina (CIDCA).

3.3.9 Testes de viabilidade celular

Para perceber o impacto dos CPL nas células e a viabilidade das mesmas, avaliou-se a
atividade mitocondrial das células através de um estudo MTT. Para tal, células humanas do tipo
enterocito Caco-2TC7 foram cultivadas num meio DMEN e incubadas a 37 °C com uma
atmosfera de 5 % CO: e 95 % de ar. As células foram inoculadas numa microplaca de 96 pogos,
com uma densidade de 105 000 células/cm?, e durante 7-9 dias ndo foram movidas para permitir
a sua fixacdo a placa. O meio de cultura foi mudado todos os dias. Os CPL foram adicionados
as células através de solugdes com concentracdes de 75, 375, 750 uM, tendo sido utilizados
para cada grupo 8 pocos. Apds a adigdo dos CPL, as células foram incubadas durante 24h. Ao
fim deste tempo, as c€lulas foram lavadas duas vezes com uma solu¢ao tampao de fosfato-
salino e adicionou-se a solu¢ao de MTT com uma concentracdo de 2 mg/mL ao meio de cultura.
As células foram de novo incubadas durante 3 horas, e, posteriormente, juntou-se 120 mL de
DMSO a cada poco para ocorrer a lise celular. A placa foi agitada durante 20 min a 25 °C num
agitador de placas para solubilizar as células e para formar os cristais de formazan. A quantidade
formada de formazan foi quantificada em quadruplicado pela leitura da absorvancia a 570 nm
(comprimento de onda de referéncia 650 nm) por um leitor de placas (Safire XFluor 4, Tecan
Group Ltd.). Para conseguir expressar a viabilidade celular, foi monitorizada a atividade
mitocondrial de um grupo de controlo tratado com o meio de transporte. O background da
absorvancia foi medido nos pogos com apenas o meio (branco), e subtraido a absorvancia dos
pocos com as células. A viabilidade celular de cada grupo foi calculada através da equagao (4),
no qual ODx ¢ a densidade otica das células tratadas, ou seja, com os CPL e os lipossomas, e

ODc a densidade 6tica das células controlo.

43



Viabilidade celular (%) = % x 100 4
c

Estes testes foram efetuados no Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia

de Alimentos, La Plata, Argentina (CIDCA).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacio do iniciador e polimeros

Na primeira fase do trabalho laboratorial efetuou-se a sintese dos polimeros necessarios
para a formacdo dos CPL. Para tal, executaram-se varias reagdes para obter os polimeros PP e
PPD mais adequados, ou seja, com um baixo peso molecular (< 20 000 Da) e baixa

polidispersividade (P) (< 1,2). Nestas reacdes variou-se as condi¢des de operagao tempo e

temperatura, e a proporcao entre os reagentes utilizados.

Os polimeros obtidos foram analisados por GPC, ATR-FTIR e RMN. Na Tabela 5

apresentam-se as condi¢des de reagdo e os resultados de GPC relativos as reagdes realizadas

para a sintese do polimero PP.

Tabela 5 — Condigdes e resultados de GPC das sinteses do polimero PP

Amostra Tempo/h Temperatura/°C Br/Cut(]Is)Il&%/rl;{;;J/[-DET A Mw,cec/Da Dcrc
PP1 24 50 64/0,25/1,545/0,707 - -
PP2 24 50 99/1/2/4 - -
PP3 24 80 64/0,25/1,545/0,707 13258 1,139
PP4 24 80 64/0,25/1,545/0,707 12603 1,343
PP5 24 80 64/0,25/1,545/0,707 15829 1,133
PP6 24 80 64/0,25/1,545/0,707 12615 1,189
PP7 24 80 64/0,25/1,545/0,707 16535 1,317
PP8 24 80 64/0,25/1,545/0,707 15218 1,044
PP9 24 80 64/0,25/1,545/0,707 14192 1,075
PP10 48 80 64/0,25/1,545/0,707 15189 1,099
PP11 48 80 64/0,25/1,545/0,707 14651 1,129
PP12 24 80 64/0,25/1,545/0,707 15089 1,035
PP13 24 80 64/0,25/1,545/0,707 14663 1,041
PP14 24 80 64/0,25/1,545/0,707 14084 1,051
PP15 24 80 64/0,125/1,545/0,707 14223 1,087
PP16 84 80 64/0,25/1,545/0,707 14301 1,093
PP17 24 80 328/0,25/1,545/0,707 14623 1,035
PP18 48 80 328/0,25/1,545/0,707 14558 1,029
PP19 48 80 64/0,25/1,545/0,707 13022 1,095

Apos a andlise dos resultados das injecdes de GPC presentes na Tabela 5, constata-se

que a 50 °C a sintese ndo ocorre, € que a 80 °C ha a formacao do polimero. Os polimeros PP 3

a PP 9 e PP 12 a PP 14, inclusive, possuem o mesmo tempo de reagdo (24 h) e as mesmas

proporgdes entre reagentes. Estes apresentam pesos moleculares e dispersividades abaixo dos
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20 000 Da e 1,2, respetivamente. Deste conjunto de polimeros, o PP 4 e PP 7 ndo apresentam
polidispersividade abaixo de 1,2. Em rela¢@o ao polimero PP 15, manteve-se o tempo de reagao
de 24h e variou-se a propor¢do de iniciador para metade. Com a diminui¢do do iniciador,
obteve-se valores semelhantes de dispersividade e peso molecular aos polimeros com o dobro
do iniciador. Assim, a quantidade de iniciador ndo influenciou de forma significativa estes
parametros. Em relacdo ao PP 10 e PP 11, variou-se o tempo de reagdo de 24 h para 48 h.
Observa-se que esta variacdo ndo € impactante nos parametros avaliados, em relacdo as
amostras de 24 h. Também foram realizadas reagdes com 24 h e 48 h, cuja proporcao de
monodmero foi a variavel estudada. Verifica-se que o aumento do mondémero tBA também nao
tem um impacto significativo nos parametros, em relag@o as restantes amostras. Quanto ao PP
16, este possui o maior tempo de reacdo, 84 h. Tal como as reacdes de 48 h, com as mesmas
propor¢des entre reagentes, constata-se que nao existe um desfasamento significativo dos
valores dos parametros. Portanto, devido aos valores apresentados, constatou-se que sao varios
os polimeros que poderiam ser utilizados nos CPL e que a sintese de PP ¢ reprodutivel. Assim,
o polimero utilizado na sintese dos CPL foi o PP 16, pois tal como a maioria dos polimeros
apresentados, possui uma baixa dispersividade e um baixo peso molecular.

Na Tabela 6, apresentam-se as condigdes de reagao e os resultados de GPC das reagdes

de sintese de PPD efetuadas.

Tabela 6 — Condigoes e resultados das sinteses do polimero PPD

Amostra Temperatura/°C Tempo/h Br})(fhl/féﬁ}hlillgﬁgg:l" A My.crc/Da Pcrc
PPD 1 80 24 42/0.25/1.6/0.7 22501 1,431
PPD 2 80 8 42/0.25/1.6/0.7 17256 1,313
PPD 3 80 6 42/0.25/1.6/0.7 14998 1,351
PPD 4 80 2 42/0.25/1.6/0.7 14342 1,305
PPD 5 80 1 42/0.25/1.6/0.7 14529 1,459
PPD 6 80 23 42/0.25/1.6/0.5 10569 1,458
PPD 7 80 0,5 42/0.25/1/2 16297 1,133
PPD 8 60 4 42/0.25/1/2 12734 1,301
PPD 9 80 0,5 42/0.25/1/2 15997 1,178

No caso da sintese do PPD, considerando as reagdes realizadas a 80° C, constata-se que
com o aumento do tempo de 1 h para 24 h, existe um aumento do peso molecular e da
dispersividade, caracteristicas que ndo sao ideais para CPL. Na sintese do PPD 6, variou-se a
proporc¢do de ligante. Esta alteracdo deu origem a um polimero com cadeias menores € com
uma dispersividade alta, o que ¢ indesejavel. Portanto, os polimeros escolhidos para a producao

de CPL foram PPD 7 e PPD 9, cuja diminui¢do da propor¢do de catalisador e o aumento da
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propor¢ao de ligante, em relacdo ao PPD 6, induziram a sintese do polimero com valores de
peso molecular e dispersividade adequados.

De forma a verificar se as reagdes de polimerizagao, esterificacdo e hidrdlise foram bem-
sucedidas, o polimero PLU, o iniciador PLU-Br (estruturas quimicas das moléculas Apéndice
IT) e os polimeros sintetizados (PPtBA, PP, PPD), foram ainda analisados através das técnicas
de ATR-FTIR ¢ RMN.

A Figura 18 mostra os espetros de ATR-FTIR dos diferentes polimeros (espetro com as
bandas assinaladas no Apéndice III para melhor visualizacao). Verifica-se que existem picos
comuns nos varios polimeros, como os picos de estiramento alifitico — CH a 2860 cm™ (A), de
flexio — CHz a 1460 cm™ (B), de flexdo in-plane — OH a 1340 cm™ (C), da ligagdo — CHs a
1280 cm! e 1240 cm™ (D), do estiramento — CO a 1100 cm™ (E) e do estiramento C — OH a
960 cm™! (F). No caso do PLU-Br, confirma-se que foi efetuada a esterificagio, uma vez que
existe um pico pequeno a 800 cm™! (G) respeitante a ligagdo C — Br. Além disto, também existe
um pico a 1720 cm™ (H) que indica a presenga do grupo — COOR pertencente ao 2-BiB (Figura
2, Apéndice II), molécula responsavel pela introducao dos grupos -Br necessarios na sintese do
PPtBA e PPD.

Em relagao ao espetro do PLU - PtBA, também existe o pico da ligacdo C — Br (a 800
cm’! (G), que indicia que a presenca dos grupos -Br nos terminais em algumas cadeias
poliméricas. Uma diferenca deste polimero em relagdo aos outros, reflete-se na presenca de um
pico a 1260 cm™ (I) que indica a presenga do grupo tert-butilo caracteristica do tBA.

Quanto ao polimero PP, o pico a 1260 cm™! (I) desaparece uma vez que o grupo -C(CH3);
caracteristico do PtBA ¢ removido na hidrodlise. Neste espectro o pico relativo a ligacdo C — Br
terminal também desaparece o que indica a perda destes grupos durante a hidrolise.

Por ultimo, o espetro do PPD ¢ muito semelhante ao do PLU-Br, nao havendo distingdes
expressivas a nivel das bandas. A explicagdo deste caso advém da sobreposi¢cdo das bandas de

PLU com as bandas caracteristicas do PPD.
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Figura 18 - Espetro de ATR-FTIR dos polimeros sintetizados

Os espetros de 'H RMN do PLU e do PLU-Br estdo representados na Figura 19. Os
picos respeitantes ao solvente THF sio o (a) 3,58 ppme o (b) 1,72 ppm ”°. Em relacio ao espetro
do PLU, identifica-se do bloco PPO picos a 1,1 ppm (c), 3,3 ppm (d) e 3,5 ppm (e) relativos ao
protdes de - CHs, - CH e - CHa, respetivamente. A 3,6 ppm (f) observa-se um pico dos protdes
— CH; dos blocos PEO *. O pico que diferencia os espetros é o (g) a 2,03 ppm. Este indica a
presenca da ligacdo CH3C - Br proveniente do 2-BiB, o que confirma o sucesso da reagdo de
esterificacdo . A ligagdo éster proveniente da esterificagdo ndo é detetdvel por esta técnica de
RMN, uma vez que os elementos que sdo detetdveis sdo os protdes. Deste modo, seria

necessario a técnica de C'> RMN para deteta-la.
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Figura 19 - Espetro de 'H RMN dos polimeros sintetizados: (4) PLU e (B) PLU-Br
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A Figura 20 representa o espetro de 'H RMN do PPtBA e do PP. Nesta Figura existem
picos em comum com 0s espetros anteriores, como os picos do solvente (a) e (b) e os picos (c),
(d), (e) e (f) provenientes da cadeia de PLU *°. O pico (g) a 2,56 ppm representa o protdo — CH
presente no tBA e no PAA. No espetro A existe o pico (h) a 1,45 ppm, que indica a presenca
dos protdes — C(CH3); do tBA °. Este pico desaparece no espetro B, indicando que a hidrdlise

foi bem-sucedida.
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Figura 20 - Espetro de 'H RMN dos polimeros sintetizados: (4) PPtBA e (B) PP

A Figura 21 refere-se ao espetro de RMN do polimero PPD. Os picos em comum deste
espetro com os espetros representados nas figuras anteriores sao os picos (a), (b), (c), (d), (e) e
(f). Os restantes picos sdo caracteristicos do PDMAEMA. O pico (g) entre 1,8 — 2 ppm € relativo
a ligacdo — CH> na cadeia do PDMAEMA. Em relacao ao (h), este € respeitante a ligacao de
dois grupos metil ao 4tomo de azoto (-(CH3)2-N), e tem como valor 2,62 ppm. A 4,1 ppm (i),

existe um pico que indicia a presenca da ligagdo -O-CHx ',
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Figura 21 - Espetro de "H RMN do PPD
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4.2 Caracterizac¢ao de Lipossomas Convencionais e de CPL

De forma a assegurar uma formulacdo base adequada a formagdo dos CPL, foram
preparados e caracterizados lipossomas convencionais de LC. Para tal, foram preparadas quatro
amostras de cada formulacdo, que foram medidas cinco vezes pelo ZetaSizer Nano para
determinar o diametro médio, polidispersividade e potencial zeta (Tabela 7). As formulacdes

sao compostas por LC e por CHO e SA em diferentes combinagdes.

Tabela 7 - Tamanho e potencial zeta (média e desvio padrao) dos lipossomas convencionais

Amostras Didmetro/nm Polidispersividade Potencial Zeta/mV
LC 227+12 0,326 = 0,055 -20,10 + 1,38
LC/SA 21217 0,250 0,015 -27,87+2,24
LC/CHO 210+ 12 0,448 = 0,051 -35,37+£2,34
LC/CHO/SA 224 £ 8 0,286 + 0,049 -29,67 +2,33

Verifica-se que os lipossomas formados possuem um tamanho adequado para a
formulagdo dos CPL, uma vez que estes tém um diametro abaixo de 400 nm. Quanto menor for
o didmetro destas vesiculas, menor vai ser a opsonizacao por parte do sistema imunologico, e,
portanto, mais estaveis serdo os lipossomas in vivo 8'. Logo, estes terdo uma maior longevidade
que permite que o farmaco seja libertado de forma controlada. Além disto, se for utilizado o
efeito EPR (fendmeno relacionado com as diferencas anatomicas e patofisioldgicas nos tecidos
cancerosos em relagdo aos normais %?) para a formulagio de lipossomas cujo alvo sio tumores,
o seu didmetro devera ser inferior a 400 nm *.

A polidispersividade da indicacdes sobre a distribui¢ao de tamanhos de cada amostra.
Constata-se que o melhor valor (média e, também, desvio padrdo) corresponde aos lipossomas
de LC/SA. No entanto, a polidispersividade de todas as amostras ¢ aceitavel, uma vez que todos
os valores estdo abaixo de 0,5.

A medi¢do do potencial zeta das amostras indica que os lipossomas possuem carga
negativa, sendo os mais negativos os de LC/CHO. A incorporagdo de CHO em lipossomas de
lecitina provoca uma diminui¢do no potencial zeta, devido a formacao de pontes de hidrogénio
com o grupo hidroxilo do colesterol. A formacao das pontes altera a conformag¢ao da bicamada,
principalmente na posi¢ao da cabeca polar dos fosfolipidos. Como a cabega € um dipolo, a parte
positiva desloca-se mais para o interior e a parte negativa para o exterior. Assim, a presenca do
colesterol contribuiu para a negatividade dos lipossomas 4. De facto, quanto maior for a carga
dos lipossomas, positiva ou negativa, maiores sao as forcas de repulsdo no meio e menor € a
tendéncia destes se aglomerarem '°. Os valores obtidos indicam que os lipossomas terdo esse

atributo, o que € vantajoso do ponto de vista da aplicacdo como formulagdo base para CPL.
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Uma vez selecionada a formulagdo lipossdmica base, foram preparadas amostras de
CPL com diferentes quantidades de polimero. A SA ndo foi adicionada as formulagdes com
PPD, pois ¢ um polimero catiénico. Como a SA ¢ uma molécula com carga positiva, que facilita
a incorporacao de polimeros de carga negativa em lipossomas negativos, nao ¢ necessaria a sua
incorporacdo com polimeros positivos °. Logo, como o PPD ¢ positivo e os lipossomas sio
negativos, ndo existem forcas de repulsdo que impegam a incorporacao deste nos lipossomas.
No caso do polimero PP, a presenca de SA neutraliza parcialmente a carga dos lipossomas com
carga negativa, permitindo a reducdo das repulsdes eletrostaticas entre a LC e o polimero PP,
cuja carga ¢ negativa, e facilitando a incorporagio do PP . Portanto, para perceber o impacto
da SA na formulagdo, foram preparadas com e sem esta molécula. Em relagdo ao polimero
PLU, também foram preparadas amostras com e sem SA, de forma a analisar a influéncia deste
composto. De facto, ja foi reportado em trabalhos efetuados por membros do grupo de
investigacdo, anteriormente, que 5 % de SA em lipossomas de LC favorece a contragdo do

tamanho dos mesmos °. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Tamanho, polidispersividade e potencial zeta dos CPL

Formulagao Polimero Didmetro/nm Polidispersividade Potencial
Base incorporado Zeta/mV

2,5 % PLU 201 +7 0,444 + 0,062 -21,70 +£2,99

5% PLU 210+ 16 0,296 + 0,049 -15,45+ 1,76

10 % PLU 216+ 12 0,458 £0,072 -19,47 + 1,12

2,5 % PP 240+ 11 0,427 £ 0,055 -20,02 + 2,49

LC 5% PP 253+ 12 0,452 + 0,076 -19,68 + 1,29

10 % PP 311+ 10 0,437 +£ 0,078 -16,68 + 0,97

2,5 % PPD 222+9 0,432 + 0,030 -13,63 £ 1,05

5% PPD 201 £ 15 0,393 + 0,038 -14,08 + 2,61

10 % PPD 236+ 6 0,369 + 0,058 -9,80 £ 1,67

2,5 % PLU 238+ 11 0,323 £ 0,063 -26,35+2,34

5% PLU 223+9 0,348 £ 0,108 -24,70 £ 1,55

10 % PLU 227+9 0,417 + 0,059 -22,19+2,16

LC/SA 2,5 % PP 288+ 16 0,529 + 0,122 -28,07 £ 2,77

5% PP 273+ 15 0,443 + 0,074 24,14+ 2,16

10 % PP 271+ 13 0,462 + 0,065 -21,08 £ 2,52

LC/SA/CHO 5% PLU 247+ 10 0,326 £ 0,113 -25,72 +£2,29

5% PP 450+ 13 0,325+ 0,071 -22,73 + 1,44

LC/CHO 5% PPD 273+ 14 0,474 + 0,056 -17,88 £ 2,21

As amostras com LC/PLU possuem um tamanho inferior quando comparadas com as

formulagdes com SA. No entanto, a diferenca de tamanho ndo ¢ significativa devido aos

51



desvios-padrao das amostras. Verifica-se também que o aumento da quantidade de polimero
incorporado, ndo tem um efeito drastico no tamanho dos CPL em ambas as formulagdes. A
maior diferenga reside no potencial zeta das amostras. Constata-se que o potencial zeta ¢
inferior nos CPL de LC/PLU, em relacdo aos CPL de LC/SA/PLU. Os valores do potencial
indiciam que a SA dificulta a incorporacao de PLU, responsavel pela neutralizacao da carga
negativa da LC. Assim, pode-se afirmar que a quantidade de polimero incorporado foi inferior
nos CPL de LC/SA/PLU do que nos de LC/PLU. Observa-se também a diminui¢do da carga
negativa com o aumento da quantidade de polimero adicionado. Este resultado vai de encontro
ao expectavel, pois o PLU atenua a carga dos lipossomas negativos. Logo, quanto maior for a
quantidade adicionada de polimero, maior ¢ o efeito de neutralidade do PLU, e menor sera a
negatividade dos complexos *°.

Pela comparacao dos resultados das amostras de LC/SA/PLU e LC/SA/PP, verifica-se
que existe um aumento do tamanho dos CPL. Isto deve-se ao facto de o polimero PP ter um
tamanho superior ao polimero PLU. Logo, a incorpora¢ao do PP na bicamada lipidica provoca
o aumento do didmetro dos complexos. Em relagdo aos valores de polidispersividade, estes sao
superiores aos das amostras de LC/SA/PLU, ou seja, as amostras de LC/SA/PP possuem uma
maior distribuicdo de tamanhos. Quanto ao potencial zeta, constata-se que estes seguem a
mesma tendéncia que os descritos anteriormente, devido a presenca do PLU no polimero PP.
Apesar de o PAA ser negativo, a presenca do PLU favorece a diminui¢ao do potencial negativo
dos CPL. Isto podera ser explicado pelo facto de o polimero ter uma cadeia de PLU de tamanho
superior a do PAA, que faz com que a neutralidade do PLU tenha uma influéncia maior na
carga dos CPL, e, por sua vez, reduz o potencial negativo destes.

Em relagdo aos CPL de LC/PP e LC/SA/PP, constata-se que o tamanho dos CPL de
LC/SA/PP diminui com a adigao de polimero. Isto ¢ explicado pela presenca da SA, que permite
a contracao dos lipossomas base, € por uma incorporagdo superior de PP, uma vez que a SA
facilita a incorporacao de polimeros negativos. A contragdo dos CPL ocorre por via da interagao
entre o PAA e os protdes da interface dos lipidos, que promove a formacdo de uma estrutura
mais compacta °. Ou seja, quanto maior for a quantidade de polimero incorporado, maiores sdo
as interagdes e menor é o didmetro dos CPL 3¢, Os valores do potencial zeta refletem a
incorporacao do PP. De facto, verifica-se que existe uma diminui¢do da negatividade na
auséncia de SA, que indica que a incorporagdo do polimero foi inferior. Constata-se que a
polidispersividade das amostras de LC/SA/PP ¢ adequada, uma vez que estd abaixo de 0,5.

A incorporagdo de 5 % de PPD favoreceu a formagao de CPL de menor tamanho. Além
disto, também se verificou que o tamanho dos CPL ¢ menor com o polimero PPD do que com
o PP. Apesar de o PPD possuir um peso molecular superior ao PP, o facto de o PPD possuir
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PDMAEMA, cuja carga ¢ positiva, pode facilitar a incorporagdo de polimero na bicamada e
estabilizar o CPL. Quanto a polidispersividade, constata-se que os valores estdo abaixo de 0,5,
sendo estes admissiveis. Em rela¢do ao potencial zeta, este vai de encontro ao expectavel, pois
a presenca do polimero cationico PDMAEMA reduz o potencial negativo dos CPL. Esta
redugdo podera ndo ser o melhor a nivel da estabilidade da formulagao, pois baixos valores
absolutos da carga superficial sugerem que os CPL possam ter alguma propensdo para se
aglomerarem. No entanto, estabelecendo uma comparagao entre os CPL de LC/PP e LC/PLU,
verifica-se uma diferenca significativa a nivel do potencial apenas para os CPL com 10 % de
polimero.

Para além do estudo da formulagdo base LC/SA para os CPL, também foram
sintetizados CPL com CHO. Neste caso, a quantidade de polimero incorporada nas amostras
foi de 5 %, uma vez que se pretendia avaliar o efeito da presenga do CHO nos CPL.
Comparando os resultados da Tabela 8 referentes as amostras de 5 % PLU com a amostra de
LC/SA/CHO/PLU, verifica-se que o aumento de tamanho dos CPL com a adigao de CHO e SA
ndo ¢ significativo. Quanto aos CPL com LC/SA/CHO/PP, ¢ evidente que a presenca do CHO
provoca um aumento substancial do tamanho quando comparados com os CPL de LC/SA/PP.
Em relacdo aos CPL com o polimero PPD, verifica-se que os CPL com CHO possuem um
didmetro médio superior aos CPL com 5 % de PPD incorporado. Portanto, a adi¢do do CHO
induziu a formag¢do de CPL com didmetros mais elevados. Os valores da polidispersividade
para estas amostras sdo aceitaveis, uma vez que sao inferiores a 0,5. Para o caso do potencial
zeta, verifica-se que a presenga do CHO permite a reducao do potencial negativo dos CPL com
PLU e PP e o aumento deste valor dos CPL com PPD quando comparados com os seus

homologos na Tabela 8.

4.3. Perfis de libertacao

Os perfis de libertagao foram avaliados apods a encapsulagao dos CPL com calceina, num
leitor de placas (Synergy HT, Bio-Tek Instruments). As condi¢des usadas procuraram simular
as que os CPL encontram in vivo (pH neutro e 37 °C de temperatura), para poder averiguar o
comportamento que estes sistemas teriam apos a sua administragao. A percentagem de calceina
libertada tem como maximo a quantidade total de calceina que foi efetivamente encapsulada.
Portanto, a Tabela 9 possui os resultados da quantidade total presente no interior dos CPL e dos

lipossomas de LC.
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Tabela 9 - Valores totais de calceina encapsulada nos CPL e lipossomas de LC

Formulagao Calceina Encapsulada/mM
LC 0,062 £+ 0,004
2,5 % PLU 0,056 £0,010
5% PLU 0,051 = 0,0004
10 % PLU 0,063 £ 0,004
2,5 % PP 0,052 +£0,010
LC 5% PP 0,075 £ 0,002
10 % PP 0,047 £ 0,003
2,5 % PPD 0,056 £ 0,002
5% PPD 0,037 £ 0,001
10 % PPD 0,055 £ 0,003
2,5 % PP 0,076 £ 0,012
LC/SA 5% PP 0,054 + 0,009
10 % PP 0,059 + 0,003

Os resultados da Tabela 9 demonstram que os CPL de LC/10 % PLU sado os que contém
mais calceina quando comparados com os de 2,5 % e 5 % PLU. No caso da formulagdo de
LC/PP, isto ndo se verifica, uma vez que sdo os CPL de 5 % de PP que encapsulam uma
quantidade de calceina superior. Comparando com a formulagdo com SA, constata-se que o
valor mais alto corresponde aos CPL com 2,5 % de polimero PP incorporado. Por ultimo, a
formulagdo composta por LC e PPD possui valores semelhantes com 2,5 % e 10 % de polimero
incorporado.

A Figura 22 revela o perfil de libertagdo dos CPL de LC/PLU. Verifica-se que os
melhores CPL sdo os que contém 10 % de polimero, pois sdo aqueles que libertam menos ao
longo do tempo. Quanto a libertacdo dos CPL com 2,5 % e 5 %, constata-se que existe pouca
diferenca na calceina libertada ao longo do tempo. Logo, os CPL mais estaveis sao que possuem
10 % de polimero, pois a perda das moléculas encapsuladas € menor. Estes resultados sugerem
que a incorporacao de uma quantidade maior de polimero beneficia a estabilidade da bicamada

lipidica e, por sua vez, dos CPL.
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Figura 22 - Perfil de libertacdo dos CPL com LC/PLU

Quanto aos CPL compostos por LC/PP, verifica-se que os CPL com 10 % de polimero
incorporado s@o os que libertam menos e que os CPL com 2,5 % e 5 % apresentam perfis de
libertagdo semelhantes (Figura 23). Pode-se afirmar que a incorporacdo de 10 % favorece a

estabilidade da bicamada lipidica.
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Figura 23 - Perfil de libertagdo dos CPL com LC/PP

Os perfis de libertacao correspondentes aos CPL com PP e SA estdo representados na

Figura 24. Apesar da percentagem de polimero incorporado ser diferente, verifica-se que o
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perfil de libertagdao ¢ idéntico para os varios de CPL. Ou seja, a quantidade incorporada de

polimero ndo tem influéncia na eficiéncia de encapsulamento dos complexos.
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Figura 24 - Perfil de libertagcdo dos CPL com LC/SA/PP

Comparando os resultados da Figura 24 com os da Figura 23, constata-se que, para o
mesmo tempo, os CPL com SA libertam mais calceina. Deste modo, a presenga da SA nao
favorece a estabilidade dos CPL com PP. De facto, a interacdo entre a SA e o polimero podera
desencadear a instabilidade da bicamada, favorecendo assim uma libertagdo precoce da
calceina.

Em relacao aos CPL com o polimero PPD (Figura 25), também se constata que os CPL
que libertam menos calceina ao longo das 30 h sdo os de 10 %. Para além da quantidade
libertada de calceina ser baixa, estes sdo os que libertam menos nas primeiras horas, quando
comparados com os de 10 % de PLU e PP sem SA. Esta caracteristica ¢ bastante importante,
pois quando sdo administrados CPL com farmacos encapsulados in vivo, a libertacao deve ser
baixa nas primeiras horas para assegurar que os CPL chegam ao local alvo. Portanto, a
libertagdo baixa da calceina ¢ indicativa da estabilidade destes CPL e na eficacia destes em
manter as moléculas encapsuladas. Se for feita uma comparagdo dos CPL com as varias
quantidades de PPD, verifica-se que a maior diferenca reside entre os de 2,5 % e 5 %, e que a
quantidade de calceina libertada dos de 10 % e 5 % ¢é semelhante. Isto indica que o efeito de

incorporacdo do polimero nos CPL evidencia-se a partir dos 5 %.
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Figura 25 - Perfis de libertagdo dos CPL com LC/PPD

Em suma, o cruzamento dos resultados dos varios perfis de libertagdo indica que os CPL
que apresentam melhores caracteristicas sdo que tém 10 % de polimero incorporado.

A Figura 26 demonstra que os CPL obtidos possuem uma boa capacidade de retencao
das moléculas encapsuladas, quando comparados com os lipossomas de apenas LC. Os
lipossomas de LC possuem uma camada lipidica com uma fluidez maior que a presente nos
CPL. Esta fluidez torna a bicamada pouco estavel, permitindo a fuga das moléculas
encapsuladas 7. Ao invés, a incorpora¢io dos polimeros confere estabilidade ao conjunto,
resultando em CPL com perfis de libertagdo baixos. Constata-se que dos CPL cujos perfis se
apresentam na Figura 25, que possuem PPD e PP, sdo os que libertam menos calceina. De facto,

os perfis de libertacao sao semelhantes a excegdo das primeiras 15 h.
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Figura 26 - Perfis de Libertagdo dos CPL com 10 % de polimero
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Uma vez que os polimeros incorporados na formulagao dos CPL sao sensiveis ao pH e
temperaturas, foram realizados testes em diferentes condi¢des relativas a essas variaveis. Nestes
estudos, foram testadas as amostras com 10 % de polimero incorporado pelas razdes acima
apontadas.

Primeiro, testaram-se as amostras com uma temperatura diferente de 37 °C, mais
precisamente de 42 °C, temperatura considerada como condi¢@o de hipertermia in vivo. Ou seja,
os lipossomas com sensibilidade a temperatura devem libertar o seu contetido a esta temperatura
87 Portanto, os CPL formulados devem ser capazes de libertar o seu contetdo nestas condig¢des
in vitro, uma vez que contém polimeros sensiveis temperatura. O polimero PPD ¢ sensivel a
temperatura assim como o PLU. No caso dos polimeros PP e PLU, estes apenas contém o PLU
na sua cadeia com esta caracteristica.

Pela analise dos resultados da Figura 27, verifica-se claramente que os CPL que libertam
mais calceina s@o que os possuem PPD. Isto vai de encontro ao expectavel, uma vez que o
polimero PPD ¢ sensivel a temperatura devido a presenga do PDMAEMA na sua estrutura. A
sensibilidade do polimero a temperatura provoca a destabilizagdo dos CPL, e a libertacdo da
calceina encapsulada, através da mudanca de estado do polimero, i.e. estado hidrofilico para
hidrofobico. Quanto aos CPL com PLU e PP, a percentagem de calceina libertada ndo variou
de forma significativa dos lipossomas de LC. Apesar de possuir alguma sensibilidade a
temperatura, o Pluronic® presente no polimero PLU e PP niio possui a mesma eficacia que o

PDMAEMA presente no PPD.

25

20

15

10

Calceina libertada/%

LC PLU PP PPD

Figura 27 - Libertagcdo dos CPL a 42 °C

O estudo da libertacao a diferentes pH encontra-se representado na Figura 28. Este
estudo foi efetuado a 37 °C para perceber a influéncia do pH na taxa de libertacdo dos
lipossomas.
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Figura 28 - Perfil de libertagcdo dos CPL com pH diferentes

Pela Figura 28 observa-se que os CPL libertam mais calceina a pH basico, do que a pH
neutro. Também se verifica que a pH acidos, a taxa de libertacao ¢ inferior a do pH neutro. Isto
ndo € expectavel, uma vez que estes resultados sdo opostos aos que foram obtidos em trabalhos
publicados. De facto, os trabalhos publicados indicam que os CPL devem libertar mais o seu
conteudo a pH 4cido, devendo assim a libertacdao da calceina encapsulada a pH 5 ser superior
em relagdo ao pH bésico. A libertagao a pH neutro deve também ser minima quando comparada
com pH &cido e basico. Constata-se que os CPL com PPD libertam uma quantidade superior,
quando comparados com os que contém PP. Este resultado nao ¢ expectavel, pois o polimero
PP possui PAA, que ¢ sensivel ao pH, e, portanto, os CPL com PP deveriam ser os que libertam
mais a pH acido. De facto, verificando os resultados para pH 7, estes vao contra o que ¢
apresentando na Figura 19, em que os CPL de PPD sdo os que libertam menos e os lipossomas
de lecitina mais. Portanto, conclui-se que a capacidade de responder ao pH acido por parte dos
CPL nao foi atingida na formulagdo dos mesmos, devendo-se repetir este teste para confirmar
estes resultados e para afastar a possibilidade de estes valores advirem de algum erro

experimental.

4.4 Determinacgio da concentracio de lipidos e da eficiéncia de encapsulacio

A determinagdo da concentragdo de lipidos foi efetuada apenas para os CPL com 10 %
de polimero, uma vez que foram estes que apresentaram os melhores resultados nos testes de
libertacdo. Esta determinagdo ¢ necessaria para o calculo da eficiéncia de encapsulagdo dos
CPL.

Com a concentracdo de lipidos determinada (pelo método descrito na sec¢ao 3.3.7),

calculou-se a eficiéncia de encapsulacao, para tal foram utilizados os valores obtidos nos testes
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de libertagcdo, mais precisamente, o valor final de calceina apds o colapso dos CPL e o valor
obtido no inicio da libertagdo. Estes valores sdo obtidos apos a conversdo da fluorescéncia em
concentragdo mediante uma reta de calibracdo. Assim, para calcular a eficiéncia de
encapsulagdo recorre-se a expressao (3) da seccao 3.3.8. Os valores obtidos para a eficiéncia de

encapsulacdo estao presentes na Tabela 10.

Tabela 10 - Eficiéncia de encapsulagdo e dados necessarios ao seu calculo

Amostras Calceina Lipidos/mM Eficiéncia de
Encapsulada/mM Encapsulacao/ %

LC 0,062 + 0,004 3,083 £ 0,440 18,98 £ 1,15

LC/10 % PLU 0,063 + 0,004 2,806 +0,273 17,56 £ 1,05

LC/10 % PP 0,047 + 0,003 2,647 £0,151 12,55 £ 0,69

LC/10 % PPD 0,055 + 0,003 2,791 £ 0,379 15,35+0,78

Para que os CPL possam ser utilizados como sistemas de entrega controlada de
farmacos, € crucial que possuam uma eficiéncia de encapsulacao elevada, i.e. que impecam a
fuga do farmaco encapsulado, mantendo a concentragdo no seu interior *®. Apesar de a diferenca
entre as eficiéncias ndo ser significativa, os resultados obtidos sdo contrarios ao que ¢
pretendido, pois os CPL possuem uma eficiéncia de encapsulagdo inferior aos lipossomas de
LC. Os CPL possuem uma eficiéncia inferior sao os de PP. Devido a carga do PAA, o
copolimero PP ¢ bastante negativo. Esta negatividade podera afetar negativamente a capacidade
de retencdo da calceina, cuja carga ¢ bastante negativa, devido a repulsdes electroestaticas entre
o PP e a molécula. A forma como os polimeros incorporam na bicamada também podera
explicar a baixa eficiéncia de encapsulacao. Neste trabalho, como os polimeros possuem PLU
e foram adicionados apds a formagao dos lipossomas, deduz-se que estes foram incorporados
por adsor¢do. Portanto, estes ndo ocupam o nucleo, e ndo ¢ a sua disposicao que explica as
baixas eficiéncias. Uma possivel explicacio remete para o facto de Pluronic® F68 ter a
capacidade de agir como um agente selante, quando incorporado nas membranas lipidicas,
através da reducdo da flutuagio da superficie e da hidratagio da parte interna da bicamada *°.
Deduz-se que o PLU presente nos polimeros dificultou a encapsula¢do, devido a esta

caracteristica.
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4.5 Viabilidade Celular

De forma a avaliar a toxicidade dos CPL com 10 % de polimero PLU, PP e PPD
incorporado, foi efetuado um estudo MTT com células Caco-2/TC7. As células foram expostas
a concentragdes de 75, 375 e 750 uM das diferentes formulacdes, durante 24 horas. Os

resultados obtidos estdo presentes na Figura 29.
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Figura 29 - Quantidade de células viaveis e fun¢do da concentragdo das amostras

Verifica-se em qualquer das concentragdes estudadas que as amostras de CPL ndo
possuem efeitos nocivos para células, uma vez que todos os resultados se encontram acima dos
100 % de viabilidade. Isto significa que as células ndo morreram e ainda foram capazes de se
reproduzirem na presenga dos lipossomas de LC e dos CPL. Portanto, os CPL nao apresentam
efeitos toxicos, gracas a presenca de polimeros biocompativeis e devido a natureza dos

fosfolipidos, uma vez que estes sdo similares aos constituintes fundamentais das células.
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5. Conclusoes

O trabalho desenvolvido no ambito dos CPL como sistemas inteligentes de libertacao
controlada dividiu-se em duas partes. A primeira correspondeu a sintese dos polimeros a serem
incorporados nos lipossomas, e a segunda a formag¢ao dos CPL. Com a polimerizagao ATRP
sintetizaram-se polimeros com as caracteristicas ideais, como a dispersividade e peso
molecular, para a sua utilizagcdo nos CPL.

Apo6s o estudo do tamanho, polidispersividade e potencial zeta de varias formulacdes
base, formularam-se CPL com a incorporagdo de varias quantidades dos polimeros. Os CPL
formados possuiam um tamanho, polidispersividade e potencial zeta adequados as exigéncias
padrao. Além disto, demonstrou-se que os CPL com 10 % de polimero incorporado eram mais
estdveis, uma vez que libertavam menos em condi¢des fisiologicas, sendo esta uma
caracteristica desejada nos CPL. Como os CPL formados tém como objetivo ser sensiveis a
estimulos, verificou-se que com PPD eram sensiveis a temperatura, e, portanto, libertavam mais
a temperaturas superiores a fisiologica. Os CPL obtidos também mostraram ser biocompativeis
€ nao toOXicos.

Apesar destas caracteristicas serem ideais para a sua utilizagao, pretendia-se que os CPL
possuissem sensibilidade ao pH, principalmente a pH acido. Ou seja, os CPL deviam libertar
mais a pH abaixo de 7. Este critério ndo foi atingido, devendo os testes de libertagdo ser
repetidos para comprovar ou contradizer os resultados obtidos. Como foi dito anteriormente, os
resultados sdo contrarios aos demonstrados noutros trabalhos. Além disto, as eficiéncias de
encapsulacao obtidas para os CPL foram inferiores a eficiéncia de encapsulagao dos lipossomas
de LC. Idealmente, a presenga do polimero deve fornecer estabilidade a bicamada lipidica e
aumentar a capacidade de reteng¢do das moléculas nos CPL. No entanto, isto ndo significa que
o polimero facilite a entrada das moléculas para o interior dos CPL. Deste modo, este fator
contribui para a baixa encapsulagdo e eficiéncia, e podera ser a causa mais provavel para os
valores obtidos de eficiéncia.

Os CPL formados neste trabalho apresentam potencial para serem utilizados como
sistemas de libertacdo controlada. No entanto, devem ainda ser efetuados mais estudos e

otimizagdes para poderem ser aplicados in vivo.
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6. Trabalhos Futuros

Apesar dos CPL demonstrarem algumas das caracteristicas fundamentais para a sua
utilizagdo, ainda devem ser efetuados alguns estudos e otimizagdes. Como o Pluronic®
apresenta propriedades mucoadesivas e interage com as células, devem ser realizados testes
para perceber melhor a interacdo dos CPL com as células, principalmente com as células
tumorais. Além disto, deve ser estudada a encapsulagdo de agentes ativos, ou de moléculas,
como proteinas e anticorpos, para perceber se as formulagdes possuem as caracteristicas ideais
para serem utilizadas. Fica também a inten¢do de alcangar uma formulagao com sensibilidade
simultanea ao pH e a temperatura, devendo ser feitos, futuramente, mais testes de libertacao

com pH diferentes para apurar os resultados obtidos.
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Figura 1 — Estrutura quimica do Pluronic® F68

O
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Figura 2 — Estrutura quimica do Brometo de 2-Bromoisobutiril
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Figura 3 — Estrutura quimica do acrilato de tert-butilo
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Figura 4 — Estrutura quimica do acido acrilico

Estruturas quimicas das moléculas analisadas por ATR-FTIR e por RMN

OH
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Figura 5 — Estrutura quimica do 2-dimetilaminoetil metacrilato
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Figura 6 - Espetros de ATR-FTIR do PLU e dos polimeros sintetizados com as bandas assinaladas



A — Estiramento alifatico -CH a 2860 cm’!

B — Estiramento de flexio -CH> a 1460 cm™!

C — Estiramento de flexfio in-plane —OH a 1340 cm’!
D — Ligagdo —CH3 a 1280 cm™ e 1240 cm’!

E — Estiramento -CO a 1100 ¢cm’!

F — Estiramento C-OH a 960 cm’!

G — Ligacio C-Br a 800 cm’!

H — Ligagdo —COOR a 1720 cm’!

I — Grupo -C(CH3); a 1260 cm’!
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