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Neste trabalho descreve-se a caracterizaco fisico-quimica do antibitico Norfloxacin (NFX)
em lipossomas multilamelares (MLV). Estas vesiculas tém sido testadas, com sucesso, como
transportadoras de substincias com atividade farmacoldgica, por via intravenosa, melhorando a
eficacia terapéutica das mesmas, pelo fato de serem capturadas pelo sistema imunoldgico. Estes
sistemas poderiam portanto, tornar as fluoroquinolonas capazes de interagir com células
microbianas através de formas diferentes daquelas apresentadas pelo farmaco livre.

Para investigar as interacles entre NFX e lipossomas, foram utilizadas -as técnicas de
espalhamento quase elastico de luz, espectroscopia de absor¢dio e de emissdo (UV-Vis),
microcalorimetria diferencial de varredura (Micro-DSC) e medidas de grau de anisotropia de
fluorescéncia. Foram feitas, ainda, andlises quimiométricas em dados espectroscopicos.

Os resultados confirmaram o encapsulamento de NFX nos lipossomas MLV. As andlises de
Micro-DSC, grau de anisotropia de fluorescéncia e supressdo de fluorescéncia confirmaram a
insercdo de duas formas diferentes de NFX nas bicamadas lipidicas em pH 7, e de apenas uma
espécie (catibnica) em pH 3. Desta forma, conclui-se que 0 método de hidratacdo do filme seco de
lipidios, com encapsulamento passivo, € adequado a incorporacao de NFX, bem como a calibragdo
multivariada, via Partial Least Squares (PLS) na quantificaco do antibidtico encapsulado. O
tratamento quimiomeétrico, desenvolvido por Lawton & Sylvestre, utilizado para a andlise de
espectros eletrbnicos de amostras lipossomais e de NFX, permitiu a constatacdo das espécies
neutra e zwitteribnica inseridas nos lipossomas, sendo a primeira na bicamada lipidica e a Ultima,
na interface lipidiofagua.
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This research describes the physico-chemical characterization of the antibiotic Norfloxacin
(NFX) in multilamellar liposomes (MLV). Liposomes have been successfully tested as carriers of
substances with pharmacological activity, after intraveneous administration, improving their
therapeutic efficacy, due to their rapid clearance to the mononuclear phagocytic system. Therefore,
the liposomal systems might allow the fluoroquinolones to interact with microbian celis through
different routes as compared to the free, non-encapsulated, drug.

To evaluate the interactions between NFX and liposomes the following techniques were
used: quasi elastic light scattering (QELS), absorption and emission spectroscopy in the
ultraviolet/visible region, micro differential scanning calorimetry (Micro-DSC) and steady-state
fluorescence anisotropy measurements. Chemometric analyses were also used in ultraviolet/visible
absorption and emission data.

The resuits confirmed the encapsulation of NFX into MLV. The analyses of Micro-DSC,
fluorescence anisotropy and fluorescence quenching data confirmed the existence of two different
forms of NFX (neutral and zwitterionic) inside the lipidic bilayers at pH 7, and just one (the cationic)
at pH 3.

Thus, it can be concluded that the hydration of a dry lipid fiim method, in a passive
encapsulation, is suitable to the incorporation of NFX into vesicles, as well as multivariate
calibration, using Partial Least-Squares (PLS) method, applied to the quantification of the
encapsulated antibiotic. It can also be concluded that the chemometric treatment developed by
Lawton'& Sylvestre, appiied to the electronic spectra analyses of NFX and liposomes samples,
allowed the inference that these two different equilibria drug species (neutral and zwitterionic)
were inserted in the liposomes, the first in the lipidic bilayer and the latter in the lipid/water
interface.
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CAPITULO I — INTRODUGAO TEORICA

CariTuLo I

I. INTRODUGAO TEORICA

1.1 FLUOROQUINOLONAS: CARACTERISTICAS GERAIS

}

O termo quinolona foi utilizado pela primeira vez por Price e col., em 1949, ao
descreverem um acido carboxilico com a estrutura das quinoleinas e contendo uma fungdo
cetona na posicdo 4 da molécula. Esta substéncia, o dcido 1-metil-quinclona-3-carboxilico,
Figura 1, foi obtida da degradacdo de alguns alcaldides, ndo sendo reconhedida como uma
droga com atividade bioldgica. '

COOH

!
CH,

Figura 1 — Férmula estrutural da quinolona



CAPITULO I — INTRODUGAO TEORICA

Como resultado de algumas pesquisas, foi descoberto o 4cido nalidixico, a primeira
das substancias atualmente conhecidas como “quinclonas” usada na clinica médica, que
apresenta acdo bactericida contra bactérias Gram-negativas, mas sem acdo contra a
Pseudomonas aeruginosa, com pequena acdo contra bactérias Gram-positivas, sendo
absorvida pelo trato digestivo e rapidamente metabolizada e excretada pelos rins. Por isso
seu uso ficou restrito &s infecgSes urindrias causadas por enterobactérias [1, 2].

Apos a descoberta desta substincia houve interesse na obtencdo de outras com
caracteristicas quimicas semelhantes e que pudessem ter melhor atividade antimicrobiana.,
Dentre os inGmeros derivados descobertos tém-se o acido oxolinico (introduzido por
Tumer e col. em 1967), o &cido piromidico (descoberto por Shimizu e col. em 1970) e a
cinoxacina (anunciada por White em 1970).

Para que o termo quinolona ndo fosse usado incorretamente, atuaimente ele
designa uma classe de substincias com a estrutura bésica 4-quinolona, e as substancias
antimicrobianas cujo nicleo central é uma naftiridina, uma cinolina ou uma
piridopirimidina (Figura 2) [1, 3].

N
a b c
Figura 2 - Estruturas centrais das quinolonas: a) naftiridina; b) cinolina e ¢)
' piridopirimidina

. Um novo e decisivo avango na obtenggo de novas quinolonas para fins terapéuticos
ocorreu em 1980, quando Ito e col. [4] apresentaram o Norfloxacin (NFX), substinda
sintetizada e registrada em 1977 pela Companhia Farmac&utica Kyorin, Jap&o, e que s6 foi
liberada para uso nos Estados Unidos no inicio de 1987 (Figura 3).
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Figura 3- Férmula molecular do Notfloxacin

O NFX é a primeira das quinolonas fluoradas, lancada para uso clinico em
humanos, e que marcou o infcio do descobrimento de diversas novas quinolonas
fluoradas, com diferentes propriedades microbianas e farmacocinéticas [5]. Apresenta
como nucleo central o ane! quinolénico e, como as demais quinolonas fluoradas, o atomo
de filior ligado ao carbono 6 da molécula, responsével pela elevada acdo contra os bacilos
Gram-negativos, pelo aumento da atividade inibidora da DNA-girase e pela penetracdo
através da parede celular bacteriana. Apresenta, ainda, um grupo piperazinico ligado ao
carbono 7, que Ihe confere atividade contra a Pseudomonas aeruginoss.

O NFX € a fluoroquinclona que apresenta a farmacocinética menos favoravel, pois
sdo absorvidos apenas 30 a 40% da dose administrada por via oral e tendo sua
concentragao tecidular baixa [6]. Por isso, a principal indicagio clinica do NFX consiste na

terapéutica de infecgBes urindrias (cistite, pielite, pielonefrite), prostiticas (prostatite
cronica) e intestinais, embora estudos recentes a recomendem no tratamento de infecgdes
do trato respiratdrio [7, 8].

A presenca de alimentos no estdmago retarda a absorgdo da droga, o pico de
concentracdo sérica aparece mais tardiamente e é menor. A absorcio oral é ainda
reduzida pela administragdo concomitante de antidcidos & base de hidrdxido de aluminio.
Djurdjevic e col. [9] descreve a formagdo de um complexo entre o antibidtico e os ions
metdlicos através de uma ligagdo entre o APP* e os dtomos de oxigénio da carbonila e do
grupo carboxilico. Segundo este trabalho, esta mesma complexagdo poderia resultar em

© um novo método de determinar a concentracao de NFX em preparacdes farmacéuticas ou
em amostras de urina humana usando espectrofluorimetria, uma vez que este complexo
promove um aumento na intensidade de fluorescéncia do NFX [10). Belal e col. [11]
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bropuseram 0 produto de reagio de complexagio de NFX e Fe*?, que pode ser o mesmo
entre o antibiético e Al*? (Figura 4) [12].

/ \
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Figura 4 — Produto resultante da complexagdo entre NFX e o ion metdlico Fe*?

O mecanismo de ago bactericida do NFX, e das fluoroguinolonas de forma geral,
consiste na inibigdo da atividade da enzima DNA girase (Topoisomerase IT), importante no
processo de replicagdo do DNA bacteriano. Esta enzima contém duas subunidades A, as
quais sdo responsaveis pelo rompimento do duplo filamento do DNA cromossémico e,
também, pelo resselamento destes filamentos, e duas subunidades B responsaveis pelo
superespiralamento do DNA. As fluoroquinolonas ligam-se especificamente a subunidade A

- da DNA girase relaxando-as € passando a ocupar um espaco maior que o contido no corpo
bacteriano, além de induzir a sintese descontrolada de RNA-mensageiro e proteinas,
 levando & degradaggo cromossomial e, consequentemente, 4 morte celular [1, 3,13].

A propriedade mais importante de um antibitico estd em sua capacidade de

- destruir células bacterianas sem danificar as células de humanos (toxicidade seletiva).
- Embora ambos os tipos de células possuam DNA com duplo filamento, ocorrem algumas

diferenciacdes que permitem as fluoroquinolonas ndo serem téxicas ao homem. Dentre
elas pode ser citada a girase presente em células de humanos cuja estrutura apresenta
somente duas subunidades ao invés de quatro, o que possibilita a ndo inibicio desta.

4 .Contudo, como a grande maioria dos medicamentos utifizados, o NFX causa efeitos
colaterals, como: nauseas, vomitos, diarrdia, dor abdominal, dispepsia, flatuléncia e
fohossensnbllrdade de superficies dérmicas expostas a luz, o que ocorre em 1,1% dos
% pacientes.
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Tém sido relatados em varios trabalhos ¢ potencial de fotossensibilizagdo das
fluoroquinolonas, dentre os quais pode-se citar a inducdo de tumores dérmicos em ratos e
a fototoxicidade em células mamarias /i vitro, causada por radiagéo UVA [14, 15, 16, 17].
Ouédraogo e col. [18] observaram que estes antibiéticos se acumulam em lisossomas de
fibroblastos HS68 da pele humana e em outras organelas citoplasméticas e danificam a
membrana lisossomal apds a fotossensibilizacdo com radiacdo UVA.

Um mecanismo plausivel para explicar a fototoxicidade e a fotocarcinogenecidade
estd no fato de que a fotodecomposicdo das fluoroquinolonas gera espécies reativas de
oxigénio uma vez que o NFX e outras fluoroquinolonas sdo fotossensibilizadores
moderados [19]. Geralmente as reagOes responsaveis pela acdo fototdxica sdo iniciadas
por espécies destas no estado triplete, devido ao longo tempo de vida no estado
excitado, e que permite a reagdo direta com biomoléculas ou com moléculas de oxigénio,
gerando espécies tixicas aos sistemas bioldgicos. Uma dessas espécies & o oxigénio
singlete (*0,), formado predominantemente via transferéncia de energia do estado triplete
das FQ para o oxigénio dissolvido. Burhenne e col. [20] descereveram o prindpal produto
de fotodegradagdo de NFX com alteragbes no grupo piperazinico (Figura 5).

F COOH F COOH
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Figura 5 — Reacdo de fotodegradacdo de NFX em meio aquoso

Saniabadi e col. [21] relata a ocorréncia de fototoxicidade apés irradiar ratos com
luz UVA, mesmo utilizando concentragbes muito pequenas de NFX. Verificaram os danos
em leucdcitos durante a imadiacdo, provavelmente causados por moléculas excitadas e por
espécies reativas de oxigénio , que sdo geradas e reagem com os componentes dos
tecidos produzindo mediadores inflamatdrios, estimulando o acimulo de leucdcitos no
local irradiado. '

Esta foi a principal motivagio deste trabatho, uma vez que o uso de sistemas
lipossomais poderia minimizar a fototoxicidade por diminuir a concentragio de NFX a ser
administrada, pois a fototoxicidade depende da concentragdo de FQ. Também, por
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entregar o farmaco preferencialmente nos locais de infecgdo, devido ac aumento da
captura destas vesiculas pelos macréfagos do sistema reticuloendotelial, se administrado
- por via intavenosa [22], e ainda, por promover interagbes efetivas entre bactéria e
formaco encapsulado devido & pequena solubilidade deste em solugBes com pH 7
(solubilidade em agua a 25 °C: 0,28 mg/mL), o0 que toma este férmaco ndo disponivel
para uso parenteral.[1, 19, 23].

Diferentes formulacOes lipossomais tém sido desenvolvidas com a finalidade de
promover interagbes efetivas entre bactéria e o farmaco encapsulado, aumentando seu
tempo de vida e reduzindo absorgdo sistémica do mesmo [23]. Majumdar e col. [24] ,
descreveram o comportamento de Ciprofloxacin (CPX) encapsulado em lipossomas no
tratamento de infeccdes causadas por Mycobacterium avium-M. intraceliulare complex
(MAC), que frequentemente causam infecgdes oportunistas em pacientes com AIDS,
observando que o antibidtico encapsulado foi 50 vezes mais eficiente que o farmaco livre
[25, 26].

De acordo com Nagata e col. [27] estes resuitados obtidos para o CPX encapsulado
em lipossomas podem ser estendidos as outras FQ, uma vez que estes sistemas induzem
0 aumento das fungBes dos macréfagos, da produgio de NO e de citocinas, o que os torna
de extrema importadncia em terapias antimicrobianas, anticéncer e AIDS.

1.2 INTRODUCAO GERAL SOBRE LIPOSSOMAS

A ciéncia envolvida na obtengdo de novos medicamentos teve grande
desenvolvimento e continua em evolucdo, mas o custo para obté-los é muito elevado. Por
outro lado, a forma de administracdo de medicamentos ainda é pouco eficiente, e muitos
deles produzem efeitos colaterais indesejaveis e danosos ao organismo. De modo geral é
necessario que o medicamento seja administrado em quantidades minimas, para nao
causar danos ao organismo mas, ao mesmo tempo, em quantidades suficientes para
produzir sua agdo terapéutica apds sua absorgdo pelos tecidos, diluicdo nos fluidos
corporais ou excregao_.

Muitas vezes, isto pode ser conseguido pela administracdo da droga pura ou livre.
'Entretanto, a eficdcia do medicamento pode ser aumentada encapsuiando-o em algum
~ tipo de carregador, que o levara ao local onde ele & necessario, evitando a sua perda e a
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ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis devido a absorgdo sistémica pelo organismo.
Dentre estes sistemas de carregadores utilizados destacam-se 0s Iipossomés, descobertos
no inicio da década de 60 por Alec D. Bangham, e que passaram a despertar interesse dos
pontos de vista cientifico e comercial na década de 70, quando Gregoriadis € Ryman os
utilizaram como veiculos de transporte de enzimas e farmacos antineoplasicos e
antimicrobianos [28, 29, 30].

O uso destas vesiculas como veiculos para a liberagdo controlada de fénnaoos ede
outras substindas estd baseado no fato de que elas modificam suas propriedades
farmacocinéticas, tempo de transito na circulacdo sanguinea e metabolismo, resultando
em diversas caracteristicas de importéncia farmacolégica [31].

1.3 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE LIPOSSOMAS

Lipossomas € a designacdo genérica dada as menores vesiculas artificiais de
formato esférico que podem ser produzidas a partir de lipidios apropriados, organizados
em bicamadas concéntricas, separadas por compartimentos aquosos. Os lipidios que
constituem as bicamadas tém regiGes polares e apolares bem definidas e, quando
dispersos em agua, organizam-se espontaneamente de modo a n3o exporem as regides
hidrofébicas & fase aquosa. Desta forma, os lipossomas sdo estruturas
termodinamicamente favordveis de substdncias anfiflicas em d&gua, tendo como
caracteristica comum a exposicdo das partes hidrofilicas, tanto intermas como externas,
para 0 meio aguoso, e regides internas apolares. [32]

Os lipossomas podem encapsular substéncias hidrofilicas em seu interior,
hidrofébicas em suas bicamadas lipidicas ou anfifilicas na interface lipidio/agua (Figura 6).
Estes sistemas t8m sido testados e bastante usados como transportadores de diversos
farmacos, material genético, enzimas e outras macromoléculas para o interior das céiuias
{33, 34].
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Figura 6 — Representagdo de um lipossoma multilamelar (MLV), encapsulando substancias
hidrofilicas (amarelo), hidrofdbicas (azul), anfifilicas (verde) e colesterol (vermelho)

Dentre as principais propriedades dos lipossomas pode-se citar a baixa toxicidade,
a pouca imunogenicidade, a biodegradabilidade e a capacidade de proteger os compostos
encapsulados da diluigdo e degradacdio no sangue, de forma que quando alcancam os
tecidos que necessitam de tratamento podem liberar doses concentradas de medicamento
tornando o tratamento mais eficaz, além de possibilitar a administracio /7 vivo por varias
vias, como intravenosa, ocular, pulmonar, nasal, oral, intramuscular, subcutinea e
dérmica.[32]

1.4 CLASSIFICACAO DOS LIPOSSOMAS

Estas vesiculas fosfolipidicas podem ser classificadas em fungdo do tamanho,
lamelaridade ou por sua forma. Quanto a lamelaridade e forma, podem apresentar
diversas bicamadas, sucessivamente separadas por compartimentos fluidos, sendo
chamadas de vesiculas multilamelares (MLV-Multilamellar Vesicle) e oligolamelares (OLV-
Oligolamellar Vesicle). Podem conter outros lipossomas em seu interior, sendo, portanto,
chamadas de multivesiculares (MVV-Multivesicular Vesicle), e por Citimo, vesiculas
unilamelares que apresentam somente uma bicamada e uma regidao aquosa central, que
podem ser pequenas (SUV-Small Unilamellar Vesicle), grandes (LUV-Large Unilamellar
Vesicle) ou giganates(GUV-Giant Unilamellar Vesicle). A Figura 7 ilustra esta classificacgo.

8
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Figura 7- Classificacdo dos lipossomas quanto & forma: a) vesicula uniiamelar pequena
(SUV); b) vesicula unilamelar grande (LUV); c)vesicula multilamelar (MLV); d) vesicula
oligolamelar (OLV); e) vesicula multivesicular (MWV). Figura adaptada de Barenholz e
Crommelin, 1994 [31]

=

A Tabela 1 mostra a classificacdo em termos de tamanho.

Tabela 1 - Classificacdo de lipossomas quanto ao tamanho ,
Classificacdo Diémetro da vesicula

Vesicula Multilamelar (MLV) >0,5 um
Vesicula Oligolamelar (OLV) 0,1alpm
Vesicula Unilamelar Pequena (SUV) 20 2 100 nm
Vesicula Unilamelar Grande (LUV) >100 nm
Vesicula Unilamelar Gigante (GUV) >1 pm
Vesicula Multivesicular (MVV) Geralmente >1 um

1.5 MECANISMO DE FORMACAO DE LIPOSSOMAS

Embora o método de hidratacdo de filmes lipidicos secos seja conhecido ha bastante
tempo, ndo se sabe detalhadamente como ocorre 2 formagdo de vesiculas MLV. Acredita-
se que a adicdo de &gua ao filme seco de fosfolipidios possibilita maior hidratagdo das
monocamadas mais externas em relaco as intemas, o que leva & exsténca de um
gradiente de concentrac8o de dgua através das bicamadas. A agua penetra, entao, entre e
através das bicamadas, reduz a energia do sistema, e causa um aumento da drea
superficial, de forma que as duplas camadas transformam-se em fibras tubulares,
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aumentando sua area de contato com a Agua. Assim, a indugdc de transformacdes na
curvatura e na forma das vesiculas passa a ser consequéncia direta de processos
termodindmicos e cinéticos ligados & hidratagdo (exotérmica) e a taxa lenta e limitada de
permeabilidade de &gua atraves das bicamadas. Deste modo, as bicamadas estabilizam
mantendo uma distancia de equilibrio, a qual envolve forgas atrativas de van der Waals e
repulsivas de origem eletrostatica (estéricas e de ondutacdo) [35].

A Figura 8 mostra como poderia ser esta provéavel explicacdo.

Filme lipidico seco Intumescimento

Figura 8 - Representagdo esquematica do possivel mecanismo de formagdo de lipossomas
multilamelares (MLV) no método de hidrataggio do filme seco de fosfolipidios

Com o passar do tempo, estas estruturas ovais s30, aos poucos, transformadas em
esféricas, pois esta é a forma geométrica em que a energia de curvatura é minima e ©
volume encapsulado é maximo. Este estado € provavelmente alcancado através de
deslocamentos bidirecionais das moléculas de fosfolipidio, uma vez que 0s eventos que
ocorrem durante a formac3o das vesiculas MLV e que ditam a forma final 530 dependentes
das moléculas da monocamada externa e que por sua vez representam mais da metade
do total de moléculas [35].
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1.6 PREPARACAO DE LIPOSSOMAS

O desenvolvimento bem sucedido de lipossomas para aplicagdes clinicas depende
de uma série de fatores: metodologia na preparacdo das vesiculas, selegdo dos lipidios,
tamanho da vesicula, método utilizado na incorporacéo do agente a ser encapsulado e
natureza da substancia a ser encapsulada. De modo geral, existem trés etapas basicas na
preparagao de lipossomas pelo método de hidratagdo do filme lipidico seco: a) obtencdo
de filme seco de fosfolipidios proveniente da evaporacdo de solventes orgénicos usados
em sua dissolugdo; b) hidrata¢io e dispersdo do filme seco em meio aquoso e ¢) reducdo
do tamanho da vesicula ou do nimero de bicamadas, caso seja necessario.

Encontram-se na literatura varios métodos para preparar lipossomas. De forma
resumida, as diferencas entre 0s métodos consistem em diferentes técnicas de dispersdo
mecénica, de mudanca de tamanho e fusdo de vesiculas, alteracdo de pH durante a etapa
de hidratacdo dos lipidios, forma de separacao do material encapsulado do material livre
em solucdo, sendo que pequenas variagdes nas técnicas e condigdes experimentais podem
alterar as propriedades finais destas vesiculas.[28]

Neste trabalho, utilizou-se 6 método de hidratacdo de um filme lipidico seco para
preparar vesiculas multiiamelares (MLV), contendo colesterol. Esta técnica produz
vesiculas MLV com tamanho heterogéneo, consistindo de varias bicamadas concéntricas
capazes de encapsular substéncias hidrofdbicas, € um volume aquoso interno pequeno,
disponivel ao encapsulamento de substéncias hidrofilicas [36].

Lipossomas sdo normalmente preparados a partir de fosfolipidios, pois estes s30 os
principaisl componentes de membranas bioldgicas. Os fosfolipidios mais comuns sado as
fosfatidilcolinas (PC), moléculas anfifilicas formadas por um par de cadeias acila
(hidfofébicas) e uma cabega poiar (hidrofilica). As moléculas de PC ndo sdo sol(iveis em
agua, e acabam se alinhando préximas umas das outras, formando bicamadas planares.

As fosfatidilcolinas, conhecidas também como lecitinas, podem ser extraidas de
fontes naturais como gema de ovo, soja ou da medula espinhal e coracdo de bovinos,
sendo o composto mais comum e frequentemente usado em formulagdes lipossomais
devido ao seu custo relativamente baixo, & sua neutralidade e também ao fato de serem
quimicamente inertes (Figura 9). Estas lecitinas sdo, na verdade, uma mistura de
fosfatidilcolinas com diferentes comprimentos de cadeia e de grau de insaturacdo, 0 que

11



CAPITULO I — INTRODUCAO TEORICA

pode ser constatado pelo alto nivel de &cidos graxos poliinsaturados em plantas e de
saturados em animais.

Figura 9 - Formula estrutural molecular da fosfatidilcolina de soja

O outro lipidic importante utilizado nas preparagdes lipossomais é o colesterol, o
esterol mais encontrado em membranas de células animais, e que por si proprio ndo
forma estruturas na forma de bicamadas, mas que pode ser incorporado as membranas
- fosfolipidicas com o objetivo de aumentar a estabilidade mecénica e a rigidez da
bicamada, reduzindo ¢ vazamento de substé@ncias que sdo incorporadas nas vesiculas. O
colesterol se insere na bicamada lipidica orientando seu grupo hidroxila para a superficie
aquosa, alinhando sua cadeia aliftica paralelamente as cadeias acila da bicamada. A
Figura 10 ilustra como ocorre a insergdo de colesterol nos lipossomas [37].
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Figura 10 - Posicdo ocupada pelo colesterol nas bicamadas de membranas

E importante notar que a presenga de colesterol entre as cadeias acila fosfolipidicas
reduz a liberdade de movimento ao longo dos dez primeiros &tomos de carbono, e permite
um aumento no grau de liberdade dos dtomos restantes da cadeia alifitica. Porém, acima
de uma certa concentragiio o colesterol proporciona uma diminuigdo consideravel da érea
livre existente entre as cadeias fosfolipidicas, eliminando a transicio de fase chservada em
PC pura.

1.7 APLICACAO DOS LIPOSSOMAS

~ O tipo de lipossoma utilizado para uma determinada finalidade estd diretamente
ligado & sua composicdo, estrutura, lamelaridade e tamanho de seu compartimento
aquoso e, dependendo da forma com que € administrada, pode seguir por diferentes vias
dentro do organismo.

13
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Cruz e col. [38] mostraram que vesiculas formadas por lipidios contendo grupos
com carga positiva sdo fagocitadas muito mais rapidamente que aquelas com carga
negativa. Abra e col.[39] observaram que injecdo intravenosa (iv) de vesiculas MLV
aumenta a entrega seletiva de drogas ao pulmédo enquanto que Senior e col. [40] notaram
que vesiculas SUV entregam a medula dssea.

O aumento da dose ou a diminuigdo do tamanho dos lipossomas pode aumentar
seu tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea quando administrados iv. Entretanto,
quando aplicados mediante injecdo intramuscular (im) ou subcutdnea ocorre dispersdo
lenta dos lipossomas no local, absorcdo pelo sistema linfético e retorno a corrente
sanguinea onde sao fagocitados.

Desta forma, 0s lipossomas destacam-se por serem utilizados em um numero
grande de aplicacbes como emulsificantes e transportadores de aditivos alimentares
(antioxidantes e odores) [41]; como transportadores de material genético; como
constituintes de cremes e logdes [42] e como sistemas terapéuticos, transportando e
direcionando farmacos e adjuvantes de vacinas, tendo nestes dois (ltimos itens sua
principal aplicagdio, uma vez que estes sistemas lipossomais sdo quimica e biclogicamente
compativeis com membranas celulares.

Tém-se relatado a incorporagdo de um grande nimero de agentes bioativos, de
alto e baixo peso molecular, e que estdo relacionados a varios tipos de terapias:
antimicrobiana, antineoplasica, génica, de doencas metabdlicas, hormonal de substituicdo
e tdpica (oftdlmica e dérmica); em desintoxicagdo (agentes quelantes), em transfusdes
(lipossomas com hemoglobina), em vacinas (adjuvantes imunoldgicos). Estas substancias
passam pela fase de desenvolvimento das formulagbes sendo sdbmeu‘dos, posteriormente,
a testes pré-clinicos e clinicos. Alguns principios ativos encapsulados em lipossomas hoje
se encontram nestas fases de testes ou esperando autorizagdo governamental para serem
usados em humanos. Pode-se citar, dentre estas substancias, a Anfotericina B (Amfodl e
Ambisome), utilizada em infecgles flngicas e leishmaniose sistémicas; Daunorrubicina
(Daunoxoma) e Doxorrubicina (Doxil; j& liberado para uso), utilizados em sarcoma de
Kaposi; a Nistatina (Nistatina lipossomal), utilizada em infecgbes sistémicas fingicas;
Anamicina (Anamicina lipossomal), utilizada em cancer de mama e Amicadina (Micasoma),
em infecgbes bacterianas [32].

14
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De forma simplificada, pode-se dizer que os sistemas lipossoma/farmaco tém sido
empregados com a finalidade de reduzir toxicidades clinicas sistémicas e de aumentar a
eficacia terapéutica de alguns farmacos.
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CAPITULO II

I1. OBIETIVOS

Este trabalho tem como objetivos a preparagdo e caracterizacdo fisico-quimica de
lipossomas multilamelares (MLV) contendo o antibidtico Norfloxacin (NFX), pertencente a
classe das ﬂdoroquinolonas, e amplamente utilizado em infecgbes do trato urinario. Em
virtude das inimeras vantagens que ¢ uso de farmacos encapsulados em sistemas
lipossomais podem apresentar, acredita-se que, incorporado em lipossomas, este
antibiético pudesse ter seu efeito fototdxico diminuido, além de facilitar sua entrega aos
locais de infecgbes, permitindo sua utilizacdo para o tratamento de outras doencas
‘.irifecciosas, as quais o NFX ndo é empregado.
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CapPiTuLO III

III. MATERIAIS E METODOS

II1.1 MATERIAIS

Neste trabalho, foram usados o antibiético Norfloxacin (Prodome Quimica e
Farmacéutica Ltda.); fosfatidilcolina de soja, PC, (Epikuron 200SH, Lucas Meyer), que
possui 99% de fosfatidilcolina; colesterol (recristalizado em metanol a 50°C e
caracterizado por espectrometria de massa). Os solventes utilizados foram n-hexano
| (Synth), metano! (Merck), etanol (Planta Piloto), acetona (Nuclear), cloroférmio (Nudear),
acido acético (Synth) e mistura de CHC!3:MeOH (2:1), todos com grau de pureza p.a. A
agua destilada foi deionizada em equipamento Milli Q-plus, Millipore.

I11.2 CARACTERIZAGAO DO NFX

A pureza foi determinada através de espectrometria de massa, feita em
instrumento da VG Auto Spec, e por medidas de ponto de fusdo em equipamento
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composto por uma unidade de controle de temperatura, marca Mettler FP5, forno de
 fusdio, marca Mettler FP52 e microscdpio, marca Olympus CBA-K.

II1.2,1 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO NFX

Os testes de solubilidade foram feitos & 25°C) e avaliados visualmente dissolvendo-

se 5,0 mg do farmaco em 10 mL de solvente, sob constante agitagdo até que houvesse o

méximo de dissolucdo. Em algumas amostras se fez necessério o uso de banho em ultra-
som (marca Thorntan, T7) por, no minimo, 30 min.

I11.2.2 AVALIAGAO DA INFLUENCIA DA POLARIDADE DOS SOLVENTES NO ESPECTRO DE
ABSORCAO DO NFX

Foram preparadas solugbes de Norfloxacin (concentraciio 2,0.10° mol.L'Y),
dissolvendo-se o farmaco em diferentes proporgbes de CHCls:MeOH. Foram obtidos
espectros de absorgdo em espectrofotdmetro com detector de arranjo de diodos, marca
Hewlett-Packard, modelo 8453, que opera na regido UV-vis,

IIL.3 ESTUDO EM FUNGAO DO PH

Foram preparadas solugBes de NFX (concentrago final 1,0.10° mol.L™) variando o
PH. Os reagentes foram diluidos em &gua deionizada, preparando-se os tampdes 4cido
citrico 0,1mol.L™ (pH 3, 4, 5, 6 e 7), &cido bérico 0,2 mol.L (pH 8 e 9), NaHCO;-NaOH
0,05 mol.L™ (pH 10 e 11) e KCI-NaOH 0,2 mol.L** (pH 12). Foram obtidos espectros de
absorgdo e de fluorescéncia em espectrofiuorimetro SLM-AMINCO (modelo SPF-500C),
tendo como fonte de excitagiio uma lampada de xenénio (250 W). O comprimento de
onda de excitagdio utilizado foi o de méxima absorgdo em cada pH e o sinal de
fluorescéncia foi monitorado em 426,5 nm.
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I11.4 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratagdo do filme seco
produzindo MLV de diversos tamanhos.

Para a obtencdo de 50 mL de suspensdo de lipossomas multilamelares com
concentragdo final 1,0.10° e 2,0.10* mol.L'™* de Norfloxacin foram diluidos, em balgo de
fundo redondo (250 mL), volumes adequados de solugio 1,0.10° mol.L"* do férmaco em
15 minde mistura de CHCl::MeOH (2:1 v/v), 15 mg de colesterol além da fosfatidilcolina
(Tabela 1).

O solvente foi evaporado no baldo de um rotaevaporador (Biichi, modelo 461), a
35 °C, em rotaco lenta por, aproximadamente, por 1 h, formando o filme seco de lipidios.
£m seguida, este filme foi hidratado com solugdio de tamp&o HEPES 0,01 mol.L™ pH 7, em
um banho a 75°C, sob agitacdo vigorosa por 1 h. A solugdo foi transferida para um baldo
volumétrico e completou-se o volume a 50 mL. A suspensdo foi deixada em repouso por 2
h para que as vesiculas atingissem o equilibrio. Foram feitas medidas para determinagdo
de tamanho de particulas antes e apds este tempo de descanso.

A distribuicdo de tamanhos dos iipossomas foi analisada através da medida de
. espalhamento dindmico quase elastico de luz (QELS), em um equipamento marca
Brookhaven Instruments Corp., modelo BI-MAS, que utiliza a espectroscopia de correlagio
de fétons (PCS — Photon Correlation Spectroscopy).

Foram feitos testes de ciclos de congelamento/descongelamento em solugdo
contendo lipossomas MLV, utilizando-se nitrogénio liquido para o congelamento (Tabela
2). Foram feitas medidas de tamanho de particulas apds estes cidos.

Tabela 2 - Massa de fosfatidilcolina e ciclos de congelamento/descongelamento utilizados

Ensaios Fosfatidiicolina (mg) ciclos de cong./descong.

1 25 0
2 45 0
3 25 6
4 45 6
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As solugdes lipossomais foram preparadas em duplicata.

II1.5 CENTRIFUGAGAO DOS LIPOSSOMAS

Para a separagdo de NFX livre e encapsulado, submeteu-se a solugdo fipossomal 3
centrifugacdo a 6000 rpm por 20 min, repetindo-se este procedimento por 3 vezes, em
uma centrifuga simples, cuja velocidade méaxima de rotagiio é de 10000 rpm. O
precipitado branco foi ressuspendido e lavado com tampdo HEPES, por 3 vezes, e
recolhido com pipeta Pasteur. Tanto esta solugdo ressuspendida como a soluco recolhida
das lavagens foram reservadas para posteriores medidas de concentra¢iio de NFX.

Foram feitas medidas espectroscépicas de absorcdo a cada lavagem para analisar a
existéncia de NFX remanescente,

I11.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE NFX EM SOLUCAO

Apds a centrifugacdo dos lipossomas, foram usadas aliquotas de 2 mL tanto do
precipitado ressuspendido como da agua de lavagem, as quais adicionou-se etanol numa
proporgdo de 5:1 v/v, com o objetivo de romper as vesiculas e dosar a quantidade de
farmaco encapsulado. Os resultados foram analisados utilizando-se um modelo de
calibragdo multivariado.

Para esta modelagem foram usadas como padrdo dez solugBes de NFX em etanol
de concentracSes 0; 9,0.10°; 7,0 .10% ; 5,0. 10 ; 4,0. 10® ; 3,0. 105 2,0. 10°; 1,0.10°°
; 3,0.10%e 1,0.10° mol.L™,

Para a construciio do modelo de calibragiio multivariado via PLS ("Partial Least
Squares” — Quadrados dos Minimos Parciais) foram utilizadas as dez solugdes de NFX
mencionadas, sendo todas elas usadas na etapa de calibracdo e na validagio. O modelo
foi feito empregando a subrotina modigui do software MATLAB™. Para definir o melhor
modelo a ser usado, 0s espectros de absorgdo das solugbes foram truncados em regides
diferentes e varias tentativas foram feitas alterando o nimero de varidvels latentes e
verificando os erros na etapa de validagdo para cada um [43].
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II1.7 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE NFFX EM BICAMADAS LIPIDICAS
ATRAVES DE MICRO-CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

Os dados de calorimetria foram obtidos usando-se um micro-calorimetro diferencial
de varredura VP-DSC (MicroCal, Northampton, MA), com uma rampa de aquecimento de 1
%/min, sendo as medidas feitas sob uma pressdo de 23 PSI para evitar formagdo de
bolhas. O volume da amostra foi 0,5 mL, usando-se tampdo HEPES 0,01 mol.L™ (pH 7)
como referéncia. As amostras foram submetidas a quatro corridas consecutivas em um
intervalo de temperatura entre 25 e 90 °C e andiises feitas em duplicata para cada
experimento. Os dados foram avaliados com o software Origin versdo 5,0 SR2 fomecido
pelo fabricante do equipamento.

II1.8 AVALIACAO DO ENCAPSULAMENTO DO NFX ATRAVES DE MEDIDAS DO
GRAU DE ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA

Determinaram-se os valores do grau de anisotropia se fluorescéncia (r) para NFX
em solugdo micelar de dodecilsulfato de sédio (SDS, 40 mmol.L™; CMC do SDS = 8,1
mmol.LtY) em pH 3 e 7, em &gua deionizada, etanol, cloroférmio, tampdes citrato
0,01mol.L™* (pH 3) e HEPES 0,01mol.L** (pH 7) e em MLV preparados em HEPES 0,01
mat.L (pH 7), a 25 °C, no fluorimetro Fluorolog 3 da Jobin Yvon-Spex, equipado com
polarizadores Glan-Thompson, em configuragdo L. As fendas de excitagdo e emissdo
tiveram “band pass” igual a 2 nm.

I11.9 ESTUDO DE SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA DE NFX EM LIPOSSOMAS
| MLV

As medidas de fluorescéncia foram obtidas em um espectrofluorimetro SLM-

AMINCO. O comprimento de onda de excitagdo utilizado fol 284 nm e o sinal de
fluorescéncia foi monitorado em 426,5 nm.
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O NFX livre e o encapsulado foram mantidos & 25 °C na presenca de solugdes de
iodeto de potassio e acrilamida, em tampdo HEPES 0,01 mol.L'! {pH 7), como agentes
supressores. As concentragdes destas solucOes variou entre 0 e 0,22 mol.L™!, uma faixa na
- qual, segundo a literatura, ndo se induz qualquer mudanga na estrutura da bicamada
lipossomal [44]. Posteriormente, as solugdes de NFX e de ambos os supressores foram
preparadas em tamp3o HEPES 0,01 mol.L™ (pH 3).

Os espectros de emissio foram tratados, a principio, com a equagdo de Stemn-
Volmer (Equagao 1):

F,/F =1+K-[Q] (Equagio 1)

sendo K a constante de Stem-Voimer e F, e F as intensidades de fluorescéncia na
auséncia e na presenca do supressor, respectivamente.

Para distinguir duas populagbes provéveis de fluoréforos, usou-se uma equagdo
modificada de Stern-Volmer (Equacgo 2):

E,/AF =\/7 -k -[o]]+ @/ 1) (E@uagso 2)

sendo f, a frac8o de fluorescéncia inicial acessfvel ao supressor Q, AF a diferenca entre as
intensidades de ftuorescéndia na auséncia (F;) € na presenca (F) do supressor, e K a
constante de Stern-Volmer [45].

Para fazer a deconvolugio dos espectros e resolver os perfis de supressdo das
formas zwitteribnica e neutra, aplicou-se a cada experimento o método quimiométrico
desenvolvido por Lawton e Sylvestre [46], o qual usa a Analise de Componentes Principais
(PCA), cujo cerne é a Decomposicio do Valor Singular (SVD).
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CapiTuLo IV

IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ

IV.1 CARACTERIZACAO DO NFX

Para avaliar a pureza do Norfloxacin foram obtidos o ponto de fusdio e o espectro
de massa. A temperatura de fus3o foi (220,3 + 0,1 °C) , resultado de trés determinacdes e
concordante com o valor mencionado na literatura de 221 °C. O espectro de massa obtido
fol comparado a um espectro de referéncia, através do qual pdde-se observar perfeita
sobreposi¢io dos picoes, Figura 11 [47].
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Figura 11 - Espectro de massa do Norfloxacin

Devido ao cardter parcialmente hidrofébico da molécula de NFX, observou-se a
solubilidade deste composto em diferentes solventes [48]. A Tabela 3 mostra os

resultados obtidos.

Tabela 3 — Solubilidade de NFX em diferentes solventes

Solvante Solubilidade
Agua destilada insollivel
Metanol muito pouco soliivel
Etanol muito pouco solivel
Acetona pouco sokivel
Cloroférmio pouco solive]
Acido acético solivel
Clorofdrmio:metanot (2:1) solivel

Em &cido acético a solubilidade foi imediata devido & formago de ligagses de
hidrogénio entre as moléculas do solvente e do farmaco, e & protonagdio dos pares de
_ elétrons néo-ligantes dos étomos de nitrogénio presentes na estrutura do Norfloxacin,
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A mistura cloroférmio:metanol apresenta uma constante dielétrica diferente das
constantes dos solventes puros, e que favoreceu a solubilidade do NFX pela formacéo de
ligacdes de hidrogénio .

IV.2 ESPECTROSCOPIA DO NORFLOXACIN EM SOLUGAO

Com o Intuito de relacionar propriedades eletrfnicas do NFX com seu
comportamento fotoquimico frente ao aumento da polaridade do meio, estudou-se o
comportamento espectroscépico deste antibiGtico nos solventes n-hexano, etanol e
metanol e em diferentes proporgdes da mistura CHCl3:MeOH.

Diferentes tipos de transigGes sdo originadas a partir dos orbitais moleculares
envolvidos. Moléculas orgdnicas, como o NFX, apresentam orbitais moleculares ligantes (o
e =), antiligantes (o* e =*) e ndo ligantes (n). Em se tratando de transicdes permitidas
por simetria, na excitagdo de um elétron, este é promovido do orbital de maior energia
ocupado (HOMO) ao orbital molecular de menor energia ndc ocupado (LUMO), que
normalmente & um antiligante o* ou =*. '

Uma molécula no estado excitado é energeticamente menos estével que no estado
fundamental, e uma vez tendo ocorrido a transicBo, a energia absorvida pode ser
dissipada por processos radiativos, ndo radiativos ou por supressso. Isto foi observado nos
experimentos com NFX, notando-se, ainda, que ndo ha sobreposiciio das bandas 0 — 0
para absorcdo e emisséo, o que indica estar ocorrendo um efeito de interacio diferenciada
da espécie nos estados fundamental e excitado com as moléculas do solvente [49].

A molécula de NFX em solucdo apresentou uma intensa absorcio entre 280 e
288nm, dependendo da polaridade do solvente, e uma outra banda larga com dois picos
mal resolvidos entre 310 e 330 nm, conforme podé ser observado nos espectros
normalizados indicados na Figura 12.
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Figura 12 — Espectros de absorgdo de solugdes de NFX (1,0.10° mol.L™) em a) n-hexano
(preto), etanol (vermelho) e metanol (verde) e b) em misturas de CHCl;:MeOH, a 25 °C

O espectro de fluorescéncia apresentou somente uma banda larga e intensa entre

409 e 437 nm com o aumento da polaridade do solvente, devido a um aumento da

conjugagao dos pares de elétrons presentes no grupo quinolona (Figura 13).
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Figura 13 — Espectros de fluorescéncia de NFX em a) n-hexano (preto), etanol (vermelho)
e metanol (verde) e b) em misturas de CHCl;:MeOH, a 25 °C (hex = 278 nm)
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Com respeito a intensidade de emissdo, observou-se um aumento desta com o
aumento da polaridade em misturas de cloroférmio:metanol (Figura 14b). Estes resultados
concordam com a literatura [50], na qual verificou-se que solventes préticos sdo
responsaveis pelo aumento na intensidade de fluorescéncia do NFX.

Analogamente, os resultados espectrais obtidos em n-hexano, etanol e metanol
(Fig 14a), também concordam com os descritos na literatura [51], em que sistemas
heterociclicos contendo nitrogénio, como as quinolonas, existe um estado n,z* muito
proximo do estado =,n*. Isto faz com que em solventes apolares, como o n-hexano, o
estado singlete excitado de menor energia seja do tipo n,x* que é pouco ou ndo
fluorescente. Em solventes préticos, a interagdo das ligagdes de hidrogénio dos solventes
com os pares de elétrons livres dos nitrogénios do grupamento piperazinico e até mesmo
do grupamento quinolénico, desestabiliza o estado n,z* e estabiliza o estado 7%,
responsavel pela intensa fluorescéncia.

180 - 700 [NFX] = 1,0.10°mol/L em:
1 ——— CHOI3:MEOH 4:1 430nm
160 800 4 ———CHCI3:MeOH 1:3 435nm
[NFX] =1,0.10*mollL em: | ——CHOI3MEOH 1:4 435
140+ — r-haxano
m——gtanol 437nm sty
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: T a0
100 ® |
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T v T T T T T T T T -100 ¥ T T T ¥ T
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Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
(a) ®)

Figura 14 — Espectros de fluorescéncia ndo normalizados de NFX em a) n-hexano (preto),
etanol (vermelho) e metanol (verde) e b) em misturas de CHCl3:MeOH, a 25 °C (Aex = 278
nm)

As bandas intensas de absorcdo e as de emissdo sugerem que o estado singlete
excitado de menor energia da molécula do NFX é de cardter =,n*. Isto é confirmado
espectroscopicamente pelo deslocamento do maximo de emissdo para o vemelho quando
a polaridade do solvente aumenta. Pela Figura 13 nota-se que este deslocamento foi de
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28 nm. O fato de ocorrer uma mudanga significativa na posicdo do méximo de emissdo
com o aumento da polaridade sugere que o momento de dipolo da molécula muda
significativamente @ medida que ocorre excitagdio para 0 estado S;. Entretanto, os
espectros de absorgdo foram menos sensiveis &8 mudancga de polaridade do meio. Péde-se
observar um deslocamento para 0 vermelho de, no maximo, 4 nm para a banda mais
intensa e nenhum deslocamento para a banda menos intensa (310-330 nm) (Figura 12).
Esta banda desaparece em n-hexano, pois, neste solvente, os pares de elétrons estio
livres podendo estar ocorrendo uma interconversdo répida de estados excitados n,n* e
n,n*, aumentando a populagdo da transigdo de mais baixa energia n,n* que normalmente
€ uma banda muito fraca ou néo detectédvel [52]. A esta banda foi atribufdo o caréter n,z*
pois elas aparecem em maiores comprimentos de onda devido & menor energia de
transigdo, além de ser menos intensa que a transico x,x*.

IV.3 ESPESCTROSCOPIA DO NFX EM FUNGAO DO PH

Todos os antibidticos da classe das fiuoroquinolonas apresentam croméforo comum
que é o responsave! pela absorgdo da luz UV. As moléculas destes farmacos diferem por
seus substituintes, porém, todas possuem os grupos carbonila e carboxilico nas posicdes 4
e 3 do anel quinolona, respectivamente. A dissociacdo do grupo carboxilico ou a
protonacdo dos atomos de nitrogénio pode produzir espécies carregadas, que
frequentemente determinam a distribuigdo do farmaco nos tecidos, e que apresentam
propriedades fotoquimicas e fotofisicas diferentes [53].

O estudo sobre espectroscopia de fluorescéncia e de absorcdo de NFX mostrou que
as intensidades do sinal e comprimentos de onda de excitacdo e emissdo (Aex € Aem) 580
dependentes do pH do meio.

Nota-se na Figura 15 , nos espectros de emissdo em fungdo do pH, que a banda
associada a transicdo =,n* possui maior intensidade em solugbes acidas (pH 3 e 4),
.enquaﬁto que diminuiu consideravelmente em solugbes alcalinas, chegando a ser
suprimida quando ¢ ‘pH esta entre 11 e 12. Verifica-se, ainda, que esta banda apresenta
um deslocamento espectral de 35 nm para 0 azul.
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Figura 15 — Espectros de fluorescéncia de NFX em funcdo do pH para solugdoes em
diferentes tampdes a 25 °C (Aex = 278 nm)

Isso ocorre devido as ionizagGes sucessivas que a molécula de NFX sofre. As
fluoroquinolonas apresentam dois grupos funcionais ionizaveis, o carboxilico e o amino,
pertencentes ao anel quinolona e piperazinico, respectivamente. Sendo assim, podem
existir na forma protonada em meio é4cido, na forma zwitteriénica em equilibrio com a
neutra em meio levemente acido a neutro, e na forma anibnica em meio alcalino
(Esquema 1) [54]. Os valores das constantes de ionizacdo, pKa (6,36+0,12) e pK,;
(8,62+0,08), referentes aos grupos carboxilico e prétons piperazinicos, respectivamente,
indicam que a maxima lipofilicidade do NFX & obtida em pH 7, préximo de seu ponto
isoelétrico [55, 56].
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Esquema 1 - Equilibrics entre diferentes espécies de Norfloxacin

Portanto, pode-se inferir que a diminuicdo na intensidade de emisséo em meio
bésico esta ligada ao fato da transicdo =,n~ ser desativada ndo radiativamente através da
rotacdo livre do grupamento carboxila desprotonado. Em meio acido isso ndo ocorre, pois
hé formacgo de ligacdo de hidrogénio entre os grupos carboxila e o carbonila, diminuindo
o grau de liberdade de rotacdo do grupamento acido. O deslocamento espectral para o
vermelho, verificado em meio acido, pode ser explicado através da maior delocalizacdo
eletrdnica, o que confere uma maior estabilizagdo ao sistema. Como este apresenta quatro
espécies diferentes em funcdo do pH, pdde ser feita uma analise quimiométrica dos
espectros, com o objetivo de obter espectros das espécies puras: predominantes ou em
equilibrio nos diferentes pH.

O método quimiométrico escolhido para fazer a deconvolugdo espectral foi o SMCR
(“Seif-Modeling Curve Resolution™) [46], que pode ser aplicado na resplugéio de bandas
superpostas de duas substdncias, quando espectros de absorgdo destas podem ser
representados pela lei de Beer (Equagdo 3). |
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CAPITULO IV — RESULTADOS E DISCUSSAQ

ay =¢, (k)bA (’1:') Equacdo 3,

“onde a,é a absorbincla da amostra k no comprimento de onda 4, c,(k) é a
concentracio de uma substdncia A na amostra k¥ (mol.L?), 5,(%,) é o coeficiente de
absortividade molar da substdnda A no comprimento de onda A, (moi*.Lcm™) em um
caminho ético de 1 cm.

Para duas substincias A e D, que absorvem em uma mesma regido espectral, o

espectro de absor¢o pode ser escrito como a soma das absorbéncias de cada uma
(Equacdo 4). '

Ry, =¢, (k)bA (/1:' ) +¢p (k )bD (ﬂ'i ) ou
R=C-B (y) ' Equagdo 4,

onde R é a matriz do espectro de absorgdo, C é a matriz das concentracdes de Ae D, e B
é a matriz dos coeficientes de absortividade molar de ambas as substancias.

Entretanto, este método SMCR possui algumas hipdteses que devem ser satisfeitas
para que possa ser utilizado, dentre elas:
(1) as curvas devem ser positivas;
(2) as curvas devem ser linearmente independentes. Por definigdo, duas fungbes sdo

linearmente dependentes se uma for multipla da outra, o que n&o € observado.

(3) a razdo ¢, /¢y NEO deve ser constante e

(4) deve existir dois comprimentos de onda A, e A, de forma que:

: bA(j'l)zo e bD(Al)> 0,
bA(’lz)>0 e bD(;Lz)=0

Uma. vez satisfeitas todas estas hipdteses, este método pode ser aplicado nos
espectnbs- de absorgio e de emiss3o do NFX [57]. A Figura 16 mostra a deconvolugdo
espectral, sendo neoeésérias somente duas Componentes Principais (PC) para descrever 0
sistema, 0 que & razodvel, pois a cada pH tém-se pelo menos duas espécies em equilibrio,
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portanto, cada PC descreveria uma espécie diferente. Observa-se uma banda em 450 nm
(PC1) e outra em 414 nm (PC2) sendo a primeira referente a espécie protonada, e a
segunda, a espécie neutra e posteriormente a anidnica. Na Figura 17 pode-se observar,
para a PC1, a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia @ medida que o pH aumenta,
confirmando os resultados mencionados.

1000 =

800 -

600

—5 400 -

200 A

350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 1§ — Espectros de emissao de espécies puras de Norfloxacin obtidos via tratamento
quimiométrico

Os valores das intensidades de emissdo de cada PC separadamente (Figura 17),
mostram que hd um equilibrio entre as espécies zwitteridnica e a neutra em torno de pH
6, enquanto que em torno de pH 10, onde ndo hd mais a espécie neutra, a fluorescéncia
praticamente desaparece. Isto significa que o sinal correspondente a PC1 pertence a
forma carregada positivamente e que a PC2 a espécie neutra, pois a anidnica apresenta
pouca ou nenhuma fluorescéncia.
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Figura 17 — Decaimento da intensidade de fluorescéncia das espécies catidnica, neutra e
anidnica de NFX em fungdo do pH

- O mesmo estudo foi feito com os espectros de absorgdo do NFX (Figura 18), nos
quais se observou que houve diminui¢do na intensidade da banda associada & transicdo =-
# e aumento da correspondente & transigio n-r", quando o meio se tornava mais alcalino.
Além disso, verificou-se um deslocamento de 6nm para o azul, da banda em 278 nm e de
6 nm para o vermelho da banda no intervalo 310-330 nm & medida que o pH aumentava.
Provavelmente, em meio alcalino, os pares de elétrons livres existentes no grupamento
carboxila e no grupamento amino, vo estar participando da conjugacdo com os anéis
arométicos, estabilizando termodinamicamente o sistemna, o que é comprovado pelo
deslocamento da banda n-z* em direcdo ac vermeiho.
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Figura 18 — Espectros de absorgdo de solucdes de NFX em diferentes pH

Aplicando o mesmo tratamento matematico j@ mencionado aos espectros de
absorcdo em fungdo do pH, observa-se que duas PC descrevem o sistema, tendo-se a
partir da PC1 os valores de absorbancia da espécie protonada, e com a PC2, os da espécie
anidnica, cujos maximos de absorgdo estdo separados de 14 nm (Figuras 19 e 20).
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Figura 19— Espectros de absorgdo de espécies puras de NFX obtidos via tratamento

quimiométrico
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Figura 20 — Decaimento da absorbancia das espécies catiénica, neutra e anidnica de NFX
em funcao do pH
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Novamente, verifica-se que em torno de pH 6 hd um equilibrio entre as formas
zwitteridnica e neutra, sendo que em pH 10 a absorbancia observada é devida apenas a
anibnica.

A deconvolugdo espectral foi relevante para o tratamento e interpretacdo dos
espectros, pois foi possivel avaliar as diferentes espécies do NFX separadamente, além de
conciuir que a espécie carregada negativamente existe, embora ndo fluoresca.

IV.4 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas MLV contendo NFX foram preparados através da adicdo do

antibidtico durante a dissolugdio dos fosfolipidios, na etapa de obtencdo do filme seco de.
Esta € uma técnica utilizada para o encapsulamento de substindas pouco soliivels em
agua e que podem ser incorporadas a bicamada lipidica durante a formag@o das vesiculas,
0 que se aplica ao NFX. O colesterol, também adicionado durante a dissolucdo dos
fosfolipidios, pode alterar propriedades destes lipossomas por intercalar-se entre as
cadeias lipidicas, resultando na diminuicio da permeabilidade e aumento da rigidez da
bicamada fosfolipidica, levando a uma diminuicio substancial da taxa de liberagdo da
farmaco durante a estocagem ou mesmo na corrente sanguinea [58).
' Ap6s a hidratagdio dos filmes, as solugdes de lipossomas foram submetidas 3
andlises de tamanho de particula. Porém, devido & grande heterogeneidade de didmetros
destas vesiculas, ndo foi possivel obter medidas reprodutiveis de espalhamento de luz, o
que pode ser visto nos resultados entre as diferentes amostras preparadas sob as mesmas
condicdes experimentais (Tabela 4).

36



CAPTTULO IV — RESULTADOS E DISCUSSAQ

Tabela 4 —Diémetro dos lipossomas contendo NFX

Ensaio 1 Ensaio 3
Nimero de medidas  Didmetro efetivo (nm) Didmetro efetivo (nm)
1 386,3 1016,3
2 479,6 1334,6
3 412,9 1176,1
4 461,1 1304,8
5 405,5 1007,8

*sem ciclos de congelamento/descongelamento

As medidas de espalhamento quase eldstico de luz mostraram a existéncia de duas
a trés populacBes de diferentes tamanhos de vesiculas, com polidispersidade entre 0,4 €
0,6. Estes resuitados sio coerentes com o sistema utilizado, uma vez que se trata de
vesiculas MLV (Figura 21)
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Figura 21 — Distribuicio de tamanho de lipossomas MLV contendo NFX em HEPES 0,01
mol.L’ pH 7, (ensaio 1 e ensaio 3)

E importante ressaltar que as medidas feitas imediatamente apés a hidratacéo dos
filmes e apds duas horas de repouso [37], para uma mesma amostra, tiveram valores de
mesma ordem de grandeza, mostrando que este tempo dado para reorganizacdo, nao
levou A mudangas significativas na distribuigio de tamanhos das populacBes (Tabela 5).

37




CAPITULO IV — RESULTADOS £ DISCUSSAO

Tabela 5 - Didmetro dos lipossomas antes e apds 2 h de repouso

Ensaio 1 Ensaio 3"

Diametro efetive Didimetro efetivo apéds 2h Didmetro ofativo  Diametro efetivo apés 2h de

* apés preparo (nm) de repouso (nm) apés preparo (nm) repouso (nm)
386,3 472,1 1016,3 1149,5
479,6 537,8 1334,6 1166,7
4129 562,4 1176,1 1354,2
461,1 487,5 1304,8 1141,8
405,5 593,9 1007,8 1017,7

*sem ciclos de congelamento/descongelamento

O método de congelamento/descongelamente é utilizado em algumas solugbes de
lipossomas por oferecer a) uma reducdo tempordria da barreira & permeabilidade da
bicamada, de forma que lipossomas MLV podem se equilibrar com ¢ meio extemo e
aumentar a capacidade do encapsulamento; b) aumento no tamanho das vesiculas,
podendo formar até mesmo vesiculas gigantes. No entanto, isto poderia levar a uma
perda do contelido encapsulado em até 55% para MLV [59]. Para substéncias hidrofilicas,
0 aumento do tamanho da vesicula aumenta ¢ tamanho do cerme aquoso, 0 que resulta
em um aumento na eficiéncia de encapsuiamento. Tratando-se de um famaco
hidrofébico, como é o NFX, ciclos de congelamento/descongelamento ndo apresentaram
grandes vantagens a nao ser uma tentativa de homogeneizar o tamanho dos lipossomas,
uma vez que durante a fase de congelamento formam cristais de gelo que desestruturam
as bicamadas, ocorrendo um rearranjo durante a fase de descongelamento. Entretanto,
estes estudos mostraram que esta técnica na@o madificou a distribuicdo do tamanho das
vesiculas.

IV.5 CENTRIFUGACAO DOS LIPOSSOMAS

A centrifugacgo a 6000 rpm foi feita para separar o NFX livre do encapsulado.
Assim, recolheu-se um precipitado branco que foi ressuspendido em tampéo HEPES 0,01
mol.L (pH 7), sendo este procedimento realizado trés vezes. A concentragdo esperada de
NFX era de 1,0.10° mol.L?, se todo o farmaco tivesse sido encapsulado.
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Verificou-se por espectroscopia de absorgdo que na agua da terceira lavagem ndo
havia mais NFX. Apds a etapa de separacdo, utilizou-se etanol para romper os lipossomas
e quantificar o NFX encapsulado. Para tanto, construiu-se um modelo de calibracdo
multivariado, através do qual observou-se os melthores resultados com o emprego de 2
variaveis latentes, todas as solugbes padréo e 0 &spectro de 210 a 400 nm, 0 que é mais
adequado que usar o espectro todo.

Este processo de calibragdo consistiu de duas etapas: modelagem, que estabeleceu
uma relacdo matemdtica entre a matriz X (onde estdo organizados os comprimentos de
onda para cada amostra) e a matriz Y ( constituida de variaveis dependentes, ou seja, dos
espectros de cada amostra) no conjunto de calibracdo e a validacdo, que otimizou a
relacdo no sentido de uma melhor descrigdo do NFX. Para possibilitar uma distribuigdo
mais adequada dos dados originais utilizou-se como préprocessamentc o método de
centrar na média (calcula-se o valor médio para cada variavel do conjunto de dados e,
entdo, o subtrai de cada variavel correspondente), que é o recomendado em anélise de
dados espectroscépicos [60, 61].

Uma vez conciuida a calibragdo, o sistema (instrumento fisico + modelo
matematico) pdde ser utilizado para prever a concentracdo de outras amostras. A Tabela 6
mostra os valores das concentracOes previstas e dos erros de previsao,

Tabela 6 — Valores de concentragBes reais e previstas e erros calculados pelo modelo de
calibracdo multiivariado PLS para solucdes de Norfloxacin

Concentagdes reais Concentragies previstas Ermros calculados
(10 mol.L) (105 mol.L)
] 6,001
0,056 0,055 091
0,28 0,29 -1,86
0,39 0,37 5,45
0,56 0,57 -1,32
0,73 0,73 -0,13
1,00 1,03 -2,58
1,12 1,11 1,23
3,90 3,89 0,06

No gréfico de PRESS (soma dos quadrados dos erros de previsdo) observa-se que
modelos com até oito varidveis poderiam apresentar bons resultados, ja que os valores do
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PRESS seriam muito baixos (Figura 22). Como se trata de somente um analito, o numero
de varidveis latentes deveria também ser um. Todavia, as modelagens mostraram que 0s
erros calculados quando utilizou-se uma varidvel latente sdo mais significativos que 0S
calculados para o modelo com duas variaveis.

x10° Cumulative PRESS as a Function of Number of Latent Variables
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Figura 22 — Gréfico de PRESS para o modelo PLS multivariado

Na Figura 23 (grafico de “leverage” versus residuos calculados segundo a
distribuicio “t”), observa-se uma distribuicdo aleatoria dos pontos, indicando que o
modelo ndo é tendencioso. Os valores de residuos sdo menores que 1,5 que € o valor
limite calculado pelo programa para estes dados. O limite critico dos valores de “leverage”
é dado por h = 3K/N, sendo K o nimero de varidveis latentes e N 0 numero de amostras.
Neste caso, K = 2 e N = 9 de forma que o valor aproximado de h é 0,7. Observa-se,
ainda, que a amostra 9 esta ligeiramente acima do limite, mas como os demais
parametros estdo dentro dos limites e os valores dos erros calculados sdo pequenos, nao
se pode considerar esta amostra como sendo anémala.
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Figura 23 - “Leverage” versus residuos calculados com a dsstribulgao t” obtidos da
modelagem feita por PLS

A Figura 24, o grafico dos vetores de regress3o na faixa espectral entre 210 e 400
nm (variaveis 21 a 211), apresentou valores na sua grande maioria diferentes de zero,
indicando que toda a regido usada & significativa para o modelo, uma vez que a presenca
de muitos pontos préximos a zero indicaria que uma parte da faixa usada ndo teria efeito
'no modelo. ,

E interessante notar que o vetor de regressao foi igual ao espectro de absor¢dio do
NFX, o que mostra que ndo houve sobreposicSo de bandas de nenhum outro analito.
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Figura 24 - Vetores de regress3o na faixa espectral entre 210 e 400 nm

De acordo com este modelo de calibracio multivariado, com duas varidveis
latentes, foi possivel quantificar o NFX apds romper os lipossomas com etanol. Dentre
todos os lipossomas preparados e cujas concentracdes foram previstas, os melhores
valores de éﬁciéncia de encapsulamento foram de 3,5 e 5,1 % para os lipossomas
contendo 25 e 45 mg de PC, respectivamente.

IV.6 AVALIACAO DE NFX INCORPORADO EM BICAMADAS LIPIDICAS
ATRAVES DE MICRO~CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

Micro-DSC é uma técnica termodindmica muito eficiente, sensivel e ndo invasiva
utilizada para a caracterizagdo do comportamento termotrdpico e da estabilidade térmica
das bicamadas lipidicas e para a investigacgio de interacBes farmaco-membrana [62]. Esta
técnica foi utilizada com o objetivo de analisar a influéncia de NFX na bicamada
Iipossomai.
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Para todas as estruturas formadas por fosfolipidios existe uma temperatura na qual
as cadeias acila sofrem transformacdo (reversivel) passando de um estado mais ordenado
gel (L;) para um estado mais fluido e desordenado, liquido-cristalino (Ls). A temperatura
na qual ocorre esta transigéio é denominada temperatura de transicio de fase (T.) [63].

As curvas de capacidade calorifica (C;) versus temperatura foram obtidas
diretamente das medidas de microcalorimetria diferencial de varredura através das quais
pode-se obter a temperatura de transiciio de fase, que é a temperatura onde C, é
maxima, e calcular o valor de AH® [64].

Para a fosfatidilcolina na auséncia de NFX, o valor de T. observado (transicdo
principal) foi 52,65 e 52,88 °C para solugbes lipossomais contendo 25 e 45 mg de
fosfolipidio, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 ~ Parmetros termodinémicos para a fosfatidilcolina em Hepes 0,01 mol.L™* (pH
7), na auséncia e na presenca de NFX (duplicata)

Massa PC (mg) Farmaco - Tm (°C) AH (kecal/g)
sem NFX 52,65 + 0,02 0,95 +0,07
25 mg com NFX 52,598 + 0,003 1,05 + 0,01
sem NFX 52,883 + 0,008 1,1095 4 0,0005
45 mg com NFX 52,61 0,01 1,10+ 0,04

Observou-se outro pico menos intenso correspondente 3@ uma pré-transicio em =~
45 °C para todos os lipossomas corespondente & uma regido de transigdio de fase onde
coexistem anfifflicos no estado gel e no estado liquido-cristalino (L. +Lp) (Figura 25).

43



CAPTTULO IV ~~ RESULTADOS E DISCUSSAQ

0.004 =

0.008 -

CplcallC)

=002 -

0.004 -

0.002 -

0010
2.000 -

0.006 -

0.002 -

Cpleallc)

0.000 -
-8.602

4
-0.004 -

-0.00& -

T
40

)
Temperature ("C)

(a)

s

T
4D

"
Temperature (°C)
©

T
n

2 0000
[
L2
o
O 0002
0.004
. 2008 - v . ~
100 20 “ [~ " 100
Tempsraturs {°C)
0010 4
0.008 -
&
[-]
g
& 0000 -
«0.006 -
] T - T t 1
100 20 a0 ) ”® wo

Temperature (°C)
@

Figura 25 — Micro-DSC de lipossomas MLV. Termogramas de fosfatidilcolina sem NFX (a, ¢)
e fosfatidilcolina com NFX (b,d) em tampéo HEPES 0,01 mol.L™ (pH 7)

A pré-transic@o pode ser explicada considerando-se que abaixo da Ty, as ligagdes
simples C-C das cadeias alifiticas dos fosfolipidios estdo em conformacdo “trans”
originando uma estrutura de maior rigidez. Acima da T, a bicamada lipidica passa para um
estado mais fluido que o gel denominado estado liquido-cristalino, decorrente do aumento
da possibllidade de rotagtes “gauche” ao redor das ligagbes simples C-C da cadeia aliftica
e da formagao de dobraduras, as quais levam a formagdo de uma fase ondulada [65, 66].

A Figura 26 é uma representacdo das fases gel, liquido-cristalina e ondulada que
ocorrem em algumas bicamadas fosfolipidicas [67].
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Figura 26: Representagdo esquematica das fases das bicamadas em lipossomas, com o
aumento da temperatura

As formulagdes contendo colesterol ndo apresentaram transicdo de fase quando
invesh‘gadas via Micro-DSC, pois esta substéncia, dependendo da concentracdo usada,
modiﬁca a bicamada da membrana de forma a eliminar a transigao de fase.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 7, percebe-se que o NFX
influenciou bastante nos valores de T, €, em com menor intensidade, nos valores de AH.
Isto ocorreu devido & desestabilizagdio da bicamada lipidica, ou seja, & uma perturbacdo
do arranjo da bicamada em resposta & incorporacdc da parte hidrofébica do NFX no corpo
lipidico da matriz lipossomal.

Embora as andlises tenham sido feitas com o mesmo tipo de fosfolipidio, o valor de
Tm para a PC sem NFX variou em 0,23 °C. Isto pode ter ocorrido devido & um melhor
empacotamento das bicamadas lipossomais na presenca de maior concentracdo de
fosfolipidio.

A diminuicdo da T € causada pelas interagdes o grupo fosfato do fosfolipidio com
a da molécula do antibidtico, que em pH 7 estd em quase sua totalidade na forma
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zwitteribnica, proporcionando um aumento no afastamento entre as cadeias fosfolipidicas.
Esta repuls3o afasta as bicamadas, levando a uma diminuic3o da energia requerida para
que ocorra a transicao de fase, e consequentemente, a temperatura em que ocorrerd a
transicdo serd menor. Portanto, o fato de a temperatura diminuir na presenca de NFX é
um forte indicativo de que ele incorporou na bicamada, ocorrendo o0 encapsulamento.

IV.7 INVESTIGACAO SOBRE ENCAPSULAMENTO DO NFX ATRAVES DE
MEDIDAS DO GRAU DE ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA

A distribuicdo eletronica dos estados excitado e fundamental estd relacionada a
probabilidade de uma dada molécula absorver ou emitir um féton, conforme a diregiio e
sentido dos momentos de dipolo de excitagio e emissdo. Quando a luz de excitagdo,
polarizada, incide no croméforo, cujo vetor momento de transicéo estd na mesma direcdo
e sentido do vetor campo elétrico da radiacdo, 0 cromdéforo vai absorvé-la. Dado que o
processo de absorgdo € muito mais répido que a rotagdo molecular, o uso de uma luz de
excitagdo orientada criaréd uma populacdo de fluordforos excitados e orientados em uma
diregSio preferencial, sendo o processo chamado de foto-selegdo. Porém, o fluordforo pode
sofrer reorienta¢do antes que a emissdo ocorra, de modo que a radiacdo emitida néo terd
a mesma polarizacdo que a de excitagdo (Figura 27) [68].
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Figura 27 - Esquema ilustrativo de anisotropia de fluorescéncia de um fluoréforo simétrico
cilindrico cujos dipolos de excitagdo e emissdo sdo paralelos ao eixo de simetria

Considerando uma medida de fluorescéncia no estado estacionario, define-se grau
de anisotropia (r), pela Equacio 5.

p= IVV _IVH
f L, +21,, (Equaggio 5),

sendo I @ intensidade de emissdo detectada paralelamente & direcdo da luz
polarizada de excitaciio e /iy a intensidade de emissdo detectada perpendicularmente
[45].

Nesta equacio nota-se que quanto maior for a extensdo da reorientacdo do
fiuoréforo durante o tempo de vida do seu estado eletronicamente excitado, menor serd o
grau de anisotropia observado, chegando a r = 0 quando ocorrer compieta reorientagéo
do fluordforo (Jw = ).

Desta forma, a determinagiio de r pSde indicar a inserc@o do NFX nas bicamadas
Iipoésomais. Os valores de r estdo relacionados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Valores de grau de anisotropia de fluorescéncia (r) de NFX e NFX-MLV 6btidos
a 25 °C em vérios solventes

Solugbes de NFX (1,0.10° mol.L™?) r

Agua 0,019
Hepes (pH 7) 0,024
Citrato (pH 3) 0,025
Etanol 0,077
Cloroférmio - 0,052
SDS (pH 7) 0,086
SDS (pH 3) 0,106
MLV (45 mg PC, NFX 1,0.10" mol.L™) 0,378
MLV (25 mg PC, NFX 1,0.10"* mol.L'®) 0,269

Nota-se que em ambientes hidrofébicos, como a bicamada lipidica dos lipessomas,
tdm-se os maiores valores de r, seguidos daqueles para NFX em micelas. Isto mostra que
as moléculas desta substincia penetram em sistemas micelares, bem como em bicamadas
lipossomais. No entanto, em lipossomas, ocorre uma restricio maior & difusdo rotacional
das moléculas encapsuladas, o que é confirmado pelo aumento no valor de r.

Quando livre em solucdo, as moléculas de NFX possuem interagdes mais fortes
com etanol e com cloroférmio em relacdio as solugBes aquosas, provavelimente devido a
formacdo de ligagdes de hidrogénio, reduzindo os movimentos rotacionais e aumentando
ovalorder.

Estes resultados mostram de modo inequivoco que as moléculas de NFX estdo
inseridas na bicamada lipidica dos lipossomas MLV {68].

IV.8 ESTUDO SOBRE INTERACOES LIPOSSOMA~NFX ATRAVES DE
SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

. A técnica de supressiio de fluorescéngia fol utilizada com o objetivo de avaliar a
localizagiio das espécies na bicamada lipidica e verificar a existéncia de duas formas de
NFX, a zwitteridnica e a neutra, que estdo em equilibrio em meio neutro, sendo a primeira
predominante [44]. Por ndo apresentar carga, esperava-se que a forma neutra se
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incorporasse as bicamadas, enquanto que a zwitteridnica estivesse presente na interface
lipidio/agua[69]. '
A Figura 28 mostra a diminuicdo da intensidade de emissdo & medida que

aumentou a concentragdio dos agentes supressores I' e acrilamida na presenca de

lipossomas MLV (25 mg de PC) contendo NFX. O mesmo comportamento fol observado
para os lipossomas feitos com 45 mg de PC e para NFX livre em solugio.
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Figura 28 - Espectros de fluorescéncia do NFX encapsulado em lipossomas MLV 25 mg PC
(a,b) e 45 mg PC (c,d) apds adigbes sucessivas de aliquotas de 200 plL dos agentes
supressores KI (a,c) e acrilamida (b,d) a 25 °C

No gréfico de Stern-Volmer (Equacdo 1), relativo a estes dados, como mostra a
Figura 29, obtiveram-se curvas desviando da linearidade, indicando a ocorréncia de
supressao estética e dindmica. Por apreésentarem aspectos muito similares, representou-se
os dados somente para 0s lipossomas MLV contendo 25 mg de PC.
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Figura 29 — Grafico de Stern-Volmer para os valores de intensidade de fluorescéncia do
NFX, obtidos na auséncia e na presenca dos agentes supressores KI (preto) e acrilamida
(vermelho), para (a) lipossomas MLV de 25 mg PC e (b) NFX livre em solugdo tampdo
HEPES 0,01 mol.L™* (pH 7)

Os espectros de fluorescéncia, tanto da fluoroquinolona livre como os da

encapsulada, foram, entdo, tratados matematicamente utilizando-se a equagdo modificada

de Stern-Volmer (Equacdo 2), através da qual se obteve, em cada experimento, os valores
da constante de Stern-Volmer (K), indicadas na Tabela 9 (Figura 30).
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Figura 30 - Grafico de Stern-Volmer modificado para os valores de intensidade de
fluorescéncia de NFX, obtidos na presenca dos agentes supressores I” e acrilamida para
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para (a) lipossomas MLV de 25 mg PC e (b) NFX livre em solucio- tampao HEPES 0,01
mol.L (pH 7)

Tabela 9 - Valores das constantes de Stern-Volmer (K) obtidas experimentalmente

Amostra Supressor Forma do NFX K (mol™.L)
NFX I Zwitteribnica 71,8
Neutra 21,8
NFX-MLV arilamida Zwitteridnica 14,4
Neutra -
NFX KI Zwitteridnica 2,01
Neutra 3,32
NFX-MLV Acrilamida Zwitberidnica 3,07
neutra 4,82

Empregando-se 0 métndo quimiométrico desenvolvido por Lawton e Sylvestre [46],
para tratar os espectros de NFX livre e encapsulado, na presenca dos supressores, foi
possivel verificar a existéncia, bem como a supressdio, de duas populacdes de fluoréforos
nos lipossomas, correspondentes as formas neutra e zwitteribnica, o que concorda com a
hidrofobicidade parcial desta classe de farmacos. A Figura 31 mostra a deconvolucio
espectral obtida com tratamento quimiométrico quando foram adicionados os supressores
de fluorescéncia mencionados.
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Figura 31 — Espectros de fluorescéncia de NFX em lipossomas MLV (a, b) e NFX livre em
solugdo (c, d), apds obter a deconvolugéo espectral por quimiometria. Os espectros (a, ¢)
mostram a supressao pelo I e os espectros (b, d) a supressdo por acrilamida, para duas
espécies diferentes representadas por duas Componentes Principais, PC1 (preto) e PC2
(vermelho)

Sabe-se que o ion iodeto suprime a fluorescéncia do NFX somente quando o
farmaco estiver em regides hidrofilicas, enquanto que a acrilamida, por ser uma molécula
hidrofdbica, pode suprimir a fluorescéncia por permear para dentro do lipossoma atingindo
as bicamadas lipidicas mais profundamente [44].

De acordo com os resultados obtidos a partir da deconvolugdo dos espectros de
emissdo das amostras sem lipossomas, ambas as formas de NFX tiveram fluorescéncia
suprimida pelo iodeto. Entretanto, em lipossomas MLV somente a forma zwitteridnica
estava acessivel ao supressor, uma vez que a forma neutra localiza-se no interior das
bicamadas, pois moléculas apolares apresentam uma tendéncia de se concentrar em
regiées que possuem um grande volume livre [69, 70]. A curva representada em vermelho
representa ruido proveniente da Idmpada.

52



- CarITULO IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando fol empregada a acrilamida como agente supressor observou-se que, a
forma neutra do NFX livre em solugdo apresentou melhor interacdo com o supressor em
relagdo a zwitteribnica. Em lipossomas MLV ambas as formas tiveram a fluoresc@ncia

- suptimida, confimando a existéncla de duas populacBes de fluoréforos nas bicamadas
lipfdicas destes sistemas.

Desta forma, foi possivel observar que os estudos sobre supressdo de
fluorescéneia, associado ao tratamento quimiométrico puderam revelar a existéncia de
duas populagbes de NFX (neutra e zwitteridnica) em lipossomas MLV tornando possivel

_ analisar a distribuicdo destas espécies na bicamada lipidica.

Este mesmo experimento foi repetido em HEPES 0,01 mol.L-1 pH 3, pois, de
acordo com o diagrama de microespeciagdo do NFX, em meio acido existe somente a
forma protonada, ndo havendo espécies em equilibrio [71]. Os resultados de supressdio de
fluorescéncia do NFX com a adigdo dos agentes supressores KI 0,5 mol.L-1 e acrilamida
0,5 mol.L-1, foram semethantes aos obtidos em pH 7. No entanto, nota-se que houve uma
supressdo mais efetiva da fluorescéncia do NFX livre em solugdo quando adicionou-se KI
em comparagdo com o decaimento do sinal apds adicionar solucBo de acrilamida (Figura
32).

180 2 & e se W 40 4 0 s
(a) (&)
Figura 32 — Espectros de fluorescéncia do NFX livre em solucdo tamp&oc HEPES 0,01mol.L-
1 pH 3 apds adigbes sucessivas de aliquotas de 200uL dos agentes supressores a) KI
. 0,5mol.L1 e b) acrilamida 0,5mol.L-1, a 25°C

Submeteram-se estes espectros de fluorescéncia ao mesmo tratamento
quimiométrico feito em pH 7, através do qual pdde-se observar somente uma banda larga
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em ~ 447 nm referente a espécie protonada descrita pela PC1, enquanto a PC2
permaneceu constante, provavelmente descrevendo ruidos (Figura 33).

800 <
—m— NFX/KI
—&— NFX/Acrilamida
—m— PC25/K|
|—e— PC25/Acrilamida

600 —m— PC45/KI
—&— PC45/Acrilamida

.ﬁ 400 -
-
-I--l'I \'.
= -
Il.\ \
o
200 S
\I = “—-._.M““-
\.x o
i
.""‘---::&\ .Q::
04 e ——— ==
T * T ¥ I ¥ 1 = 1 . 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

[supressor] (mol/L)

Figura 33 — Decaimento da intensidade de fluorescéncia do NFX livre e em lipossomas MLV
descritos pela PC1, em funcdo da concentragdo dos supressores KI (quadrados) e
acrilamida (circulos)

Os valores de intensidade de fluorescéncia obtidos a partir da PC1 foram tratados
segundo a equacdo de Stern-Volmer, através da qual foi possivel a visualizagdo do desvio
da linearidade, novamente indicando a provavel ocorréncia de supressdo estatica e
dindmica. Desta forma, aplicou-se a equagdo modificada de Stern-Volmer, através do que
houve o ajuste dos pontos em retas com coeficientes de correlagdo proximos de 1, e que
possibilitou o calculo dos valores das constantes de supressao K (Figura 34).
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Figura 34 - Gréafico de a) Stern-Volmer e b) Stern-Volmer modificado para os valores de
fluorescéncia do NFX, obtidos na presenga dos agentes supressores KI e acrilamida para
NFX livre em solucdo tampdo HEPES 0,01mol.L-1 com pH 7 e NFX em lipossomas MLV de
25 e 45mg de PC a 25°C.

Os valores de K estdo listados na Tabela 10. Através deles pdde-se inferir que 0s
maiores valores para as constantes ocorreram quando adicionou-se KI, denotando em
uma melhor interagdo entre este agente supressor e a especie protonada.

Tabela 10 - Valores experimentais das constantes de Stern-Volmer (K) obtidas para NFX
livre em HEPES 0,01mol.L-1 pH3 e em lipossomas de 25 e 45mg de PC, apds a utilizagao
dos agentes supressores KI e acrilamida

Amostra / Supressor K (mol™.L)
NFX ? / KI 67,8
NFX-MLV25° / KI 61.9
NFX-MLV45° / KI 69,3
NFX / acrilamida 3 i (423
NFX-MLV25 / acrilamida 16,4
NFX-MLV45 / acrilamida 15,2

" Concentracao final de NFX em HEPES 0,01mol.L-1 pH 3: 2,7.10°mol.L-1
b NFX em lipossomas MLV preparados com 25mg de PC
¢ NFX em lipossomas MLV preparados com 45mg de PC
Outro fato importante observado foi o de ndo ter ocorrido uma diferenciacao entre
os valores para o NFX livre em solugdo e em lipossomas, 0 que mostra que em meio acido
a farmaco estava quase em sua totalidade livre em solugdo ou na interface lipidio/agua,
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uma vez que a espécie protonada ndo apresenta quaiquer hidrofobicidade e portanto,

nenhuma Interagdio com a bicamada lipidica. Isto contribuiu com a evidendacdo do
 equilibrio existente entre as espécies zwitteridnica e neutra em pH 7, as quals foram
separadas através do mesmo método quimiométrico que verificou a presenca de somente
uma espécie em pH 3 [72].
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CAPITULO V

V. ConcLusOEes

O princpal objetivo deste trabalho consistiu no estudo espectroscipico de
Norfloxacin livre em soluglo, além da preparagiio e caracterizacdo fisico-quimica de
lipossomas mulﬁlamelares contendo este antibidtico.

Os resultados sugerem que a técnica de encapsulamento passivo foi eficiente,
mesmo frente & pequena eficicia de encapsulamento, os quais foram obtidos através da
quantificacdo deste farmaco por um modelo de calibragio multivariado (via PLS).

' O estudo de espectroscopia de absorg3o e de emissdo do NFX em varios pH, aliado
ao tratamento quimiométrico desenvolvido por Lawton & Silvestre, permitiu avaliar as
diferentes espécies de NFX separadamente (catidnica, zwitteridnica, neutra e aniBnica).

Através das anélises de Micro-DSC pdde-se observar que o efeito do NFX na
diminuicdo da temperatura de transicdo da fase gel para a liquido-cristaline da
fosfatidilcolina foi um forte indicativo de que ocorreu o encapsulamento desse formaco nos
lipossomas MLV. A presenca de pré-transicdo permitiu inferir, ainda, que a amostra de
fosfolipidio utilizada nestas suspensBes lipossomais tinha uma grande quantidade de DSPC
(diestearoilfosfatidilcolina), uma vez que, na literatura, somente esta fosfatidilcolina
apresenta "configuragdo” ondulada durante o processo de transicio de fase.

_ Finalmente, os resultados obtidos através de medidas do grau de anisotropia de
fluorescéncia confirmaram a insergéio do NFX nos lipossomas sendo possivel, através da
técnica de supresséo de fluorescéncia utlizando KI e acrilamida como agentes supressores,
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combinada ao tratamento quimiométrico desenvolvido por Lawton & Silvestre,
da distribuicio de duas espécies de NFX, a neutra e a zwitteridnica, nas bicamadas
lipidicas em pH 7, e também a identificagdo somente da espécie catidnica em pH 3.

a avaliacdo
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