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Resumo

Este projeto foi motivado pela expectativa de que medicamentos empregados no
tratamento contra o cancer tenham sua eficdcia melhorada e seus efeitos colaterais
reduzidos quando encapsulados em lipossomas.

A primeira parte do trabalho consistiu no estudo da interagéo do antineoplasico
GPT-11 com a albumina de soro humano (HSA), para avaliar se existe a estabilizagio
de sua forma lactona na presenga de HSA e se ocorrem mudangas na estrutura
secundaria desta proteina, devido a interagic com CPT-11, a partir da cinética de
hidrolise de CPT-11, monitorada pelos espectros de fluorescéncia, em diferentes
concentragbes de HSA. O tratamento quimiométrico dos dados espectroscopicos
indicaram que, na presenga de HSA em concentra¢io simifar & encontrada em
condicbes fisioldgicas (30mg/mi), uma nova espécie é formada, devido & rapida
complexacao entre HSA e a forma lactona, produzindo um espectro diferente se
comparado com o da forma lactona livre. Com estes resuitados, propusemos um
mecanismo de reagdo entre CPT-11 e HSA. Tal mecanismo s6 foi possivel de ser
elucidado via tratamento dos dados com a quimiometria, demonstrando a utilidade desta
técnica. Outra conclus3o obtida através de quimiometria foi que, na estequiometria 1:1, a
albumina n&o interage com a forma lactona de CPT-11, contradizendo trabalhos
existentes na literatura.

A segunda parte do projeto consistiu na preparagao e caracterizagio de lipossomas
LUV estericamente estabilizados, produzidos com os lipidios sintéticos DSPC, DSPE-
PEG2000, DSPG e colesterol, contendo o farmaco encapsulado. Estudos sobre a
cinética de hidrélise de CPT-11 encapsulado, complementados com os estudos sobre g
rmigragéo de prétons através da bicamada lipidica, monitorada a partir dos espectros de
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fluorescéncia de 9-aminoacridina em varias solugbes tampdo com diferentes pHs,
indicaram que o sistema lipossomal consegue manter o farmaco CPT-11 estavel,
evitando sua hidrblise em pH fisiolégico.
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Abstract

This project was motivated by the prospects of both an improvement in the efficacy of
anticancer drugs and a reduction in their side effects as a result of being encapsulated in
liposomes.

The first part of this work consisted in the study of the interaction between the
antineoplasic drug CPT-11 and Human Serum Albumin (HSA), in order to evaluate the
stabiiity of the lactone form in the presence of HSA, through the kinetic behavior of CPT-
11 hydrolysis. Our study also aimed at verifying whether modifications in the secondary
structure of the protein wouid occur due to its interaction with CPT-11. Both type of
experiments were carried out by monitoring the fluorescence spectra of CPT—11 in the
presence of different HSA concentrations. A chemometric approach showed that, in a
physiological HSA concentration (30mg/mL), a new species is formed, due to the rapid
interaction between HSA and CPT-11 lactone form, which has a different spectrum
compared to the free lactone one. Based on these results, we proposed a mechanism of
reaction between CPT-11 and HSA. The understanding of this mechanism was only
possible by using chemometrics, indicating the benefits of this technique. Moreover,
chemometrics evidenced that using 1:1 stoichiometry, HSA does not interact with lactone
form of CPT-11, contradicting the researches in the literature.

The second part invoived the preparation and characterization of LUV sterically
stabilized liposomes, with DSPC, DSPE-PEG2000, DSPG and cholesterol, including
CPT-11. The kinetic behavior of the hydrolysis of inciuded CPT-11, combined with the
study of proton migration through lipid bilayer, according to fluorescence spectra of 9~
aminoacridine in different pH buffers, showed that our liposomal system can maintain
CPT-11 in a stable form, avoiding its hydrolysis in physiological pH, for a long period of
time. '
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Capitulo |
CPT-11: introducéo

I.1. Perspectivas histodricas

Em 1958, os extratos da arvore asidtica camptoteca foram usados no Instituto
Nacional do Cancer (NCI), nos Estados Unidos, sendo as atividades antitumorais
estabelecidas nos modelos experimentais. A Camptotecina (CPT), um alcaldide isclado
desta planta, foi descoberta durante a década de 1950, enquanto milhares de plantas
eram analisadas na busca de uma fonte de esterbides, que poderia ser usada na sintese
de cortisona [O’Leary and Muggia (1998)].

Durante esta pesquisa, Monroe Wall e Mahsukh Wahi descobriram a Camptotecina e
seus andlogos naturais. Encontrada na madeira, na casca e no fruto da Arvore
Camptotheca acurninata, a Camptotecina é usada h& séculos na medicina tradicionaj
chinesa no tratamento de varias doengas, incluindo tumores [O'Leary and Muggia
(1998)].

Horwitz, Kessel e outros pesquisadores estudaram as agdes bioquimicas de CPT e
mostraram que CPTs inibem as sinteses de DNA e RNA. Quando o farmaco foi
removido, a inibicdo da sintese de RNA foi totalmente revertida, enquanto que a sintese
de DNA foi somente parcialmente recuperada. Subseqiientemente, Wali e Horwitz
demonstraram que a forma lactona do farmaco era responsave! peia sua atividade e que
existia um equilibrio, dependente de pH, entre as formas lactona e carboxilato [O'Leary



and Muggia (1998)].

Como a Camptotecina tem solubilidade limitada em 4gua, um sal de sédio foi
formulado para o uso em testes clinicos. No final dos anos de 1960, Gottlieb e Muggia
iniciaram os testes clinicos de fase | no NCI. Os resultados destes testes e resultados
parciais dos estudos de fase 1l foram publicados no inicio da década de 1970. Devido
aos severos efeitos colaterais descobertos no inicio dos estudos clinicos, como
mielossupresséo, diarréia crénica, neutropenia, trombocitopenia e cistite hemorragica,
estes trabalhos foram interrompidos [O’Leary and Muggia (1998)}.

No inicio da década de 1980, importantes descobertas resultaram no reinteresse por
este composto: (i) a enzima topoisomerase | foi identificada como o alvo celular de
Camptotecina e seus derivados. A topoisomerase | € uma enzima envolvida na abertura
transiente da dupla hélice de DNA e na sua religagdo durante as fases de replicagdo e
transcrigéo. A formagéo de um compiexo temério CPT-topoisomerase [-DNA, reversivel,
e a interferéncia com a etapa de repareamento de bases foram reconhecidas como o
mecanismo primario da acédo de CPT, proporcionando a quebra de dupla hélice de DNA
€, consequentemente, a monte celular. InvestigagBes posteriores indicaram uma super—
expressio desta enzima em varios tipos de tumores sélidos, como cancer de ovario e de
célo, mas ndo em tecidos normais {O'Leary and Muggia (1998)],[Kehrer et al. (2001)3; (ii)
simultaneamente, foi mostrado que 0s problemas encontrados nos estudos clinicos de
CPT estavam relacionados & baixa solubilidade do composto em 4gua, que necessitava
de condighes alcailinas para a administragdo intravenosa. Tais condigbes drasticas
proporcionavam tanto a medificagdo quimica da estrutura original em um composto
inativo terapeuticamente (forma carboxilato), quanto a indugdo de alteragbes no
comportamento toxicolégico do composto.

Estas duas descobertas impulsionaram as pesquisas sobre a identificagdo e
desenvolvimenio de novos derivadbs semi-sintéticos com maior solubilidade em agua,
mas com ¢ mesmo mecanismo de agio (Figura 1). Alguns destes compostos ainda estio
em desenvolvimento clinico, enquanto que o Irinotecan {CPT-11) e o Topotecan j4 estio
comercialmente disponiveis, sendo usados no tratamento de céncer coloretal, e de
ovario e pulmao, respectivamente.
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Figura 1 — Estruturas quimicas de derivados de Camptotecina (CPT), cujo anel de lactona possui 6
membros, onde R1, R2, R3 e R4 correspondem aos carbonos C7, C9, Ci10 e Cit,
respectivamente [Kehrer et al. (2001)].

1.2. Propriedades quimicas

1.2.1. Relagao estrutura-atividade

A maioria dos derivados de CPT possui basicamente uma estrutura pentaciclica,
constituida por um anel de quinolina (anéis A e B), um anel piridona (anel D) e um anel
terminal o—hidroxi-6-lactona (anel E), que possui um centro quiral no carbono G20,
como pode ser visto na Figura 1. Os estudos sobre a sintese de novos derivados de CPT
e de relagdo estrutura—-atividade produziram conhecimento para a criagdo de compostos
mais eficientes (Figura 2). Estudos de estrutura-atividade indicaram, também, a



correlagdo entre a habilidade de inibir a topoisomerase | e o potencial citotdxico.
Algumas partes da estrutura de CPT sdo particularmente interessantes [Kehrer et al.
. (2001)k

(i) a atividade inibitoria & topoisomerase | destes compostos é esterecespecifica, sendo
 oisdmero (S) de CPT muito mais potente que o isdmero (R);

(i) geralmente, as substituigdes nos carbonos C7, C9 e C10 tendem a aumentar a agdo
inibitéria a topoisomerase |, por vezes aumentando a sua solubilidade & 4gua. Em
contrapartida, substituigdes no carbono C12 diminuem a atividade antineoplasica;

(i) analogamente, a formagdo de anéis na estrutura, por exemplo entre os carbonos C7
e C9 ou C10 e C11, pode aumentar a atividade;

(iv) uma das propriedades quimicas desta classe de compostos € a presenga do anel de
lactona {(anel E), que é essencial para a atividade antitumoral, bem como proporciona
um grau de instabilidade a estes compostos em solugdo aquosa. Todas as
Camptotecinas podem sofrer uma interconversio reversivel, dependente do pH, entre
o anel da forma lactona e a forma carboxilato hidrolizada (Figura 1), onde somente a
forma lactona € capaz de difundir através das membranas celulares e exercer
atividade inibitéria 4 topoisomerase I. Em condigdes neutras ou fisiol6gicas, o
equilibrio entre estas duas espécies favorece a forma carboxilato para todos os tipos
de CPTs. A compreensédo de como a reagdo de hidrélise ocorre pode ajudar a explicar
muitas observagbes encontradas no desenvolvimento destes compostos. Como CPT
era administrado na forma de sal sodico, os pacientes eram expostos a altas
concentragdes da espécie carboxilato inativa, sendo grandes quantidades do farmaco
excretadas pela urina, onde o baixo pH favorece o fechamento do anel de lactona,
que consequentemente causa cistite hemomragica. O equilibrio entre as espécies
lactona e carboxilato depende ndo somente do pH, mas, também, da presenga de
proteinas de ligacao especifica em matrizes bioldgicas, mais notadamente a albumina
de soro humano (Human Serum Albumin, HSA). Burke e colaboradores [Burke et al.
(1995)] observaram que, apés o estabelecimento do equilibrio a 37°C em tampao
fostato salino (PBS), quantidades semelhantes da forma lactona de varios derivados
de CPT foram encontradas, com valores de 17, 19, 15, 13 e 15% para CPT, 9-AC,
Topotecan, CPT-11 e SN-38, respectivamente. Eles observaram que a adi¢éo de
40mg/mL. de HSA deslocou o equilibrio de CPT e 9-AC para a formagdo de
carboxilato, com aproximadamente 1% de forma lactona presente no equilibrio. Em
contrapértida, HSA estabiliza a forma lactona de CPT-11 e SN--38, com valores a 30



e 39%, respectivamente. Estes autores propuseram que as diferengas nas
porcentagens da forma lactona presentes no equilibrio estavam relacionadas a efeitos
estéricos dos varios substituintes nas posigbes Ry e R. (Figura 1), onde causam
impedimento estérico, evitando a ligagdo da espécie carboxilato a HSA, favorecendo
a forma lactona no equilibrio [Burke et al. (1995)].

Figura 2 — Relagdo estrutura—atividade de Camptotecinas, onde 01: substituigdes aza aumentam a
atividade; 02: partes metilenodioxi aumentam a atividade; 03: hidroxi/metdxi aumentam a atividade _
e substituintes volumosos diminuem a atividade; 04: substituicdes aumentam a atividade; 05:
alquilagdo aumenta a atividade; 06: certos grupos aumentam a atividade, 07: anel de piridona séo
essenciais para a atividade; 08: oxigénio necessério; 09: anel de 7 membros estabiliza a lactona;
10: lactona intacta necessaria; 11: isdmero R inativo;, 12: substituigdes diminuem a
atividade [Kehrer et al. (2001)).

1.2.2. Formula¢cdes convencionais de farmacos

A instabilidade da forma lactona e a inatividade terapéutica da forma carboxilato
estimularam ¢ desenvolvimento de uma dosagem adequada de CPTs aos pacientes.
Como a forma lactona é favorecida em meio acido, os compostos Topotecan e CPT-11

| sdo comercializados em meio tamponado. Topotecan é comercializado em po, contendo
o cloridrato de Topotecan com &cido tartarico, produzindo uma solucio aquosa com pH
2,5-3,5 quando resuspendido para infusdo via intravenosa. Tal solu¢do é estavel por
12h a temperatura ambiente, enquanto o pé tem validade de 2 anos em temperatura



ambiente.

O nome comercial de CPT-11 é Camptosar (Pharmacia & Upjohn), sendo a sua
formulagdo baseada também na forma de cloridrato em solugio aquosa, contendo
tampéo acido lactico-hidréxido de sédio, com pH 3,5-4,5. Esta solugio é estavel por 3h
4 temperatura ambiente, ao abrigo da uz.

1.2.3. Formulages alternativas

Nos Gltimos anos, varias formulagdes alternativas de CPTs foram e estdo sendo
desenvolvidas com o propésito de disponibilizar doses similares as formulagbes
convencionais, com a vantagem de serem mais estdveis clinicamente (forma lactona).
Apesar das intensas tentativas, somente poucas formulagbes conseguiram satisfazer
estes requisitos. Estas reformulagdes de CPT e seus derivados pretendem estabilizar a
forma lactona ou induzir sua liberagdo controlada combinada & seletividade a tumores.
Um exemplo é a encapsulagdo de CPT, CPT-11 ou 10-hidréxi-CPT em microesferas
constituidas de &cido poli-lactico ou a&cido poli-lctico—glicolico [Machida et al.
(2000)},[Shenderova et al. (1999)],[Shenderova et al. (1997)]. Tais microesferas foram
capazes de estabilizar a espécie lactona, devido ao ambiente &cido deste vefculo, bem
como aumentar as caracteristicas farmacocinéticas em modelos animais. Como estes
sistemas ainda nédo foram testados com estudos de fase |, do ponto de vista tedrico, o
uso de CPTs em microestferas poderia reduzir a toxicidade local e aumentar a eficiéncia
terapéutica [O’Leary and Muggia (1998)).

Outra formulagdo alternativa envolve a encapsulacéio de CPT e derivados em
lipossomas, constituidos por fosfolipidios naturais ou sintéticos. Apesar de existirem
alguns trabalhos envolvendo a encapsulagdo de Topotecan [Burke and Gao (1994)] e
CPT-11 [Sadzuka et al. (1997)][Sadzuka et al. (1999)] em diferentes sistemas
lipossomais, pouca informagdo existe sobre o perfil de toxicidade e a atividade

antineoplasica destes sistemas. No entanto, formulagdes de lipossomas unilamelares
" contendo lurtotecan (SP1-355) [Colbem et al. (1998)] apresentaram uma melhora
terapéutica significativa em relagio & do farmaco livre, sendo a elevada atividade
consistente com o aumento da exposigdo sistémica e da seletividade/especificidade do
farmaco a tumores, embora também tenha aumentado a toxicidade.

A ’incorporagéo de CPT e derivados em nanoparticulas, como por exemplo
compostas por 4cido estedrico, lecitina de soja e copolimero polioxietileno~polipropilenc
(Polaxamer 188) [Yang et al. (1999)], € em macromoléculas como dimetil-p-ciclodextrina
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[Underberg et al. (1990)], proporcionou a estabilizagdo do anel de lactona. Embora tais
sistemas tenham-se mostrado eficazes na liberagdo controlada e na especificidade em
modelos pré—clinicos, testes clinicos ainda ndo foram realizados e, portanto, nio se
conhece sua verdadeira eficacia.

1.3. Proposta

Como vimos, a atividade antineopiasica de Camptotecina e seus derivados baseia—
se na formagao do complexo ternario reversivel entre a enzima topoisomerase i {topo), o
farmaco e o DNA. Alguns estudos demonstraram a possibilidade da interagio CPT-
topo~-DNA ocorrer através dos anéis A e E [Nabiev et al. (1998)]. A configuragio do
centro quiral C-20 também é importante. Verificou-se que 20(R)-camptotecina, que nio
existe na natureza, foi inativa terapeuticamente em testes in vitro e in vivo [Dey and
Wamner (1996)]. Além disso, a forma carboxilato possui cargas, exibindo difuso limitada
atraves de bicamadas lipidicas de membranas celulares [Nabiev et al. (1998)]. Portanto,
a existéncia do anel de lactona & fundamental para o efeito antineoplasico e a sua
hidrélise contribui para a diminuigio da eficacia terapéutica [Dey and Warner (1997)).
Aiém da hidrolise, outro fator que afeta a disponibilidade da forma lactona de CPT-11 é
a sua interagdo com a albumina do plasma sangilineo (30mg/mL) [Mi and Burke
- (1994a)),[Fleury et al. (1997a)].

A hidrélise da forma lactona e sua intera¢gdo com a albumina, aliada aos efeitos
colaterais causados pelo farmaco, motivaram a encapsulagdo de CPT-11 em lipossomas
estericamente estabilizados, de forma a diminuir sua hidrolise, melhorar sua eficacia
terapéutica, sua farmacocinética e reduzir seus efeitos colaterais. A encapsulagio e a
caracterizagao deste sistema lipossomal sdo descritas na Parte |} deste trabalho. Antes
de iniciarmos 0 estudo de encapsulagdo de CPT-11 em lipossomas, era fundamental
estabelecer o principio de hidrélise do fairmaco e avaliar a perturbagéo gque a albumina
causa neste equilibrio. Assim, realizamos um estudo sobre a interagdo entre CPT-11 ¢
albumina, descrito na Parte | deste trabalho.



Capitulo li
Obijetivos

Os objetivos deste trabalho foram: (1) estabelecer o principio de hidrélise do farmaco
CPT-11 e avaliar se existe a estabilizagdo da forma lactona de CPT-11 na presencga de
HSA e se ocorrem mudangas na estrutura secundéria desta proteina; e (2) encapsular e
caracterizar os lipossomas estericamente estabilizados contendo CPT-11, em um
sistema que mantenha um gradiente transmembranico de pH, a fim de estabilizar a
forma lactona intacta por um grande intervalo de tempo.



Capitulo llI

Parte experimental

lil.1. Materiais

Neste trabalho, foram usados os seguintes reagentes:
- CPT-11 (Pharmacia & Upjohn, com 99% de pureza);
« HSA, albumina de soro humano (Fragéo V, Sigma);
« Colesterol (Genzyme, 99% de pureza);
+ Os fosfolipidios:

+ 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (diestearoilfostatidilcolina ou DSPC,
Sigma e Genzyme, ambos com 99% de pureza);

» N—{(carbonil-metoxipolietilenogiicol 2000)-1 .2-diestearoil-sn—glicero-3—fosfoeta—
nolamina sddica (DSPE-PEG 2000, Avanti e Genzyme, ambos com 99% de
pureza);

+ 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoglicero! sédico (diestearoilfosfatidilglicerol du
DSPG, Genzyme, 99% de purezay);

+ 9-aminoacridina (recristalizaday);

« Acido lactico (Vetec, com 99% de pureza);

- Lactato de sédio (Vetec, com 99% de pureza);

» Fostato monobasico de sédio (Ecibra, com 99% de pureza);
- Fostato dibasico de sédio (Ecibra, com 99% de pureza);



- Acido citrico (Ecibra, com 99% de pureza);

- (Citrato de sodio {Ecibra, com 99% de pureza);

- HEPES (Sigma, com 99% de pureza);

« Sacarose (Sigma, 99% de pureza);

+ Trealose (Sigma, com 99% de pureza);

+ Sephadex G-10 e G-25 (Pharmacia);

+ Solventes cloroférmio e metanol (ambos com grau de pureza p.a., Merck);
- agua deionizada (deionizador Millipore, marca Milli Q-plus).

Ill.2. Estudo fotofisico de CPT-11 na presenca de
albumina de soro humano (HSA) em tampao fosfato

Os espectros de fluorescéncia de solugdes de CPT-11 e de HSA em tamp&o lactato
(pH 4) e fosfato (pH 7}, ambos a 0,010mol/L,, foram obtidos no espectrofluorimetro SLM-
AMINCO (SPF-500C), com lampada de xendnio (250W) como fonte de excitagdo. Os
comprimentos de onda de excitagdo foram 295nm, monitorando a excitagdo do residuo
de triptofano de HSA, e 370nm, monitorando a excitagdo de CPT-11.

HIl.3. Preparacao e caracterizacdo de lipossomas

Os lipossomas CPT-11-Stealth (CPT-11:LUV) foram preparados de acordo com a
técnica de hidratagio do filme lipidico seco [Lasic (1993)],[New (1989)]. Os lipidios
DSPC, DSPE-PEG 2000, DSPG, colesterol e ¢ CPT-11 foram dissolvidos na mistura
cloroférmio:metanol a 2:1 (v/v). Estes solventes foram evaporados a presséo reduzida, a
35°C. O filme lipidico seco foi hidratado com 10mL de tampdo lactato (pH 4) a
0,010mol/L. com 10% de sacarose (m/v) a 70°C, obtendo-se lipossomas muitilamelares
(MLV). Para preparar vesiculas unilamelares (LUV), as solugdes lipossomais foram
submetidas a 10 ciclos de extrusdo (com a extrusora Avestin, modelo LiposoFast™-100),
em membranas de policarbonato (Poretics) com poros de didmetro igual a 100nm. Em
seguida, foi feita a separagéo entre o composto livre @ encapsulado em lipossomas LUV,
a partir técnica de ultrafitragéo, utilizando cela (fabricagdo propria) e membrana para
ultrafiltragdo YM30 (Millipore), ou através do método de centrifuga¢do de mini-colunas
de cromatografia por exclusao em ge! {Sephadex G-10 e G-25) [New (1989)],[Burke and
Gao (1994)]
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A distribuigdo de tamanhos dos lipossomas foi conseguida através de espalhamento
dindmico quase elastico de luz (QELS), em um equipamento marca Brookhaven
Instruments Corp., modelo BI-MAS, que utiliza a espectroscopia de correlacio de fétons.

Os espectros de absorgdo na regifo de UV/VIS foram registrados em um
espectrofotometro com detector de arranjo de dicdos, marca Hewleti-Packard, modelo
8452.

Os espectros de fluorescéncia de solugbes de CPT-11 livre ¢ encapsulado em
lipossomas, em tampao lactato (pH 4) e HEPES (pH 7,4), ambos a 0,010mol/L, em 10%
de sacarose (m/v} ou trealose a 30mM, foram obtidos no espectrofluorimetro SLM-
AMINCO (SPF-500C), com lampada de xendnio (250W) como fonte de excitagdo,
usando o comprimento de onda de excitagdo de 370nm.

As medidas de anisotropia de fluorescéncia no estado estacionario foram feitas no
fluorimetro Fluorolog 3 da Jobin Yvon-Spex, equipado com polarizadores Glan-
Thompson, em configuragao L, com fendas de excitagdo e emissdo de 2nm, no
laboratdrio do Prof. Amando S. ito, no IF/USP-SP.

Estas medidas sao realizadas com luz polarizada, que somente excita as moléculas,
cujo o momento dipolo esta alinhado com o vetor elétrico. No estado excitado, existe a
alteragéo da configuragdo da molécula, provocando uma mudanga no momento dipolo.
Assim, a emissdo da fluorescéncia do fluoréforo (apés um intervalo t) possui um
momento dipolo desalinhado com o vetor elétrico, como mostra a Figura 3.

Figura 3 ~ Representaciio esquematica da anisotropia de fluorescéncia de um fluoréforo [Lentz
(1993)).
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O resuitado da polarizagdo da fluorescéncia é geralmente definido em termos de
grau de anisotropia de fluorescéncia no estado estacionério (A:

(I,~1,) (1)

C(1+20,)
onde /v e /v so, respectivamente, as intensidades medidas nas diregdes paralela
(vertical) e perpendicular (horizontal) em relagdo ao vetor elétrico da fonte de excitagao.
A intensidade total de fluorescéncia (/7 & dada por:

I=I,+2I, - )

lil.4. Estudo de permeabilidade a protons em lipossomas

Uma aliquota de lipossomas LUVs preparados em tampdo lactato (pH 4) a
0,010molL com 10% de sacarose {m/v) ou trealose a 30mM, foi adicionada a uma
cubeta de quartzo que continha 2mL de tampao citrato ou HEPES, ambos a 0,010mol/L,
com valores de pH variando de 4 a 7, e 6pM de 9-aminoacridina recristalizada. As
medidas de fiuorescéncia foram realizadas a 37°C, com excitagdo em 400nm,
monitorando a fluorescéncia em 455nm, por 550s.

lIl.5. Método quimiométrico

Nesta secéo, descreve-se brevemente o método quimiométrico, conhecido como
Self Modeling Curve Resolution, utilizado no tratamento dos dados desta tese. Para uma
descricdo detalhada do método, consulte o artigo de Lawton e Sylvestre [Lawton and
Sylvestre (1971)].

Suponha que duas curvas continuas conhecidas sdc usadas, por meio de
combinagdes lineares, para construir um conjunto de curvas, ou seja, cada curva do
conjunto € a soma das duas curvas bésicas (puras) com diferentes pesos. Esta estrutura
presta—se & modelagem de vanas situagbes de interesse real. Um caso tipico é um
conjunto‘ de espectros de emiss&o de fluorescéncia de solugdes compostas por duas
substéncias. Cada curva do conjunto de dados (um espectro de emissio lido} é a soma
de duas curvas (os espectros de emissdo das duas substancias puras que compdem a
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solugdo), e pondera por pesos que, em Ultima andlise, estdo relacionadas com as
concentragbes das substancias. O problema inverso a ser considerado é, partindo do
conjunto de curvas, recuperar as duas curvas puras e as proporgdes nas quais foram
combinadas. O método introduzido por Lawton e Sylvestre [Lawton and Sylvestre (1971)]
presta-se justamente a este propdsito. Nesse sentido, 0 método proposto mostra—se
adequado para o tratamento de dados de fluorescéncia de misturas com duas
substancias. Vale ressaltar que o este método considera apenas a situagdo onde o
conjunto de dados é gerado por combinagbes lineares de duas curvas puras. Para
métodos qi.le tratam de dados onde h& mais que duas espécies envolvidas, consulte por
exemplo [Massart et al. (1998)).

Seguindo a notagio de descrita em [Lawton and Syivestre (1971)], denotaremos a i—
ésima curva medida experimentalmente por Y{A), onde i=l,...m, m é o nimero total de

curvas lidas e A é o comprimento de onda. Por fi(A) e fi(A) denotaremos as curvas das
substancias puras. A hipétese fundamentat que 0 método faz é que:

Y (A)=c,f,(A)+c, f,(A) 3

Note, no entanto, que ha leituras apenas para um conjunto discreto de
comprimentos de onda. Desta forma, o mais adequado é denotarmos por ¥, 0 valor da i—
ésima curva para o j—ésimo comprimento de onda A, onde j=I....n & n é 0 nimero de

diferentes comprimentos para os quais foram feitas medidas. Com isso, a equagéo (3), é
reescrita como:

Y!?:Yi(aj):czifl(’\j)-i-cﬁfz(Aj)=clifH+c”fzf . ®

Em outras palavras, cada linha da matriz Y=[Y,], onde ¥; é o valor medido no
experimento i, para o comprimento de onda j, € uma combinagio linear dos dois vetores,
fi e .. Deve-se notar que a separagdo das curvas medidas em curvas puras sO &
possivel de ser alcangada caso as curvas puras ndo sejam muitiplas entre si, ou seja,
caso os vetores f; e f; sejam linearmente independentes. Do contrario, seria como ter
uma "mistura” formada por "duas” substancias “iguais”.

Como a curva de uma substéncia pura ndo sofre alteragédo em sua forma quando ha
variagdo na concentragdo, mas apenas na amplitude, para eliminar possiveis
ambiglidades, 0 método obtém as curvas puras noimmalizadas segundo aigum critério. O
critério ideal seria obter as curvas para uma dada concentragéo fixa. No entanto, nem
sempre é possivel relacionar diretamente as intensidades de emissio de fluorescéncia a
obnoentragﬁes. Em [Lawton and Sylvestre (1971)], essa normalizagéio é tal que as

13



curvas possuem area unitdna. Em nosso caso, adotou-se um critério diferente de
normalizagdo que admitisse uma interpretagio mais simples. Convencionou-se adotar o
critério de amplitude média unitaria. Ou seja, no caso de curvas de intensidade de
emissdo de fluorescéncia, as curvas puras obtidas t&ém a propriedade de ter intensidade
de emissao média unitaria, isto é, se AL = (Ami—Ams), €NtE0

Aldx
zl-gfam fiayda=1 . (5)

A ferramenta matemética utilizada para atacar esta questdo é a Decomposi¢do em
Valores Singulares ou SVD (Singular Value Decomposition) {veja, por
exemplo, [Trefethen and Bau lil (1997)]). Através do calculo da SVD de uma matriz, é
possivel encontrar os vetores (em nosso caso, apenas dois), capazes de gerar a matriz
dos dados por meio de combinagbes lineares, tal qual as curvas puras. No entanto, ndo
ha porque esse vetores serem diretamente aqueles que representam as curvas das
substancias puras. O que se pode afirmar é que a dupla de vetores fornecida pela SVD é
capaz de gerar a dupla de vetores associada &s curvas puras. Desta forma, h4 ainda
que se descobrir quat a combinagéo linear da dupla geradora obtida que pode fornecer o
par de vetores procurado. Infelizmente, sem hip6teses adicionais, ndo é possivel
descobrir tais combinages lineares. O méximo que se pode obter sio faixas, ou bandas
espectrais, que confinam os espectros puros, como na Figura 4.

400

450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 4 — Bandas espectrais fornecidas pelo método {Lawton and Syivestre (1971)] para as duas
espécies. -

Se for razodvel supor que existam dois comprimentos de onda A, e A,, dentro do
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intervalo usado nos experimentos, para os quais
fAQ) =0 f,)>0
fi(a) >0, f(A)=0

entao a partir dos vetores obtidos pela SVD, torna-se possivel obter a combinagéo finear
que finalmente fomece os velores que representam discretamente as curvas das

{6)

substancias puras, segundo a normalizagio adotada. Por exemplo, a Figura 5 mostra
quais seriam as curvas puras, a partir da banda espectral da Figura 4 e supondo a
condigdo (6).

450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 5 — Curvas puras resolvidas a partir das bandas espectrais da Figura 4.

Para a aplicagdo do método comentado, uma rotina computacional foi
implementada, cujo o cddigo fonte é apresentado no Apéndice.
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Parte |

Interacao entre CPT-11 e albumina

de soro humano (HSA)




Capitulo IV
Estudo da interacdo entre CPT-11 e
albumina de soro humano (HSA)

A Camptotecina e seus derivados, como o CPT-11, possuem um anel a-hidroxi—8-
lactona, responsévet pela atividade antitumoral. Este anet hidroliza sob condigbes
fisiolégicas (pH 7,4), resultando na forma carboxilato, terapeuticamente inativa [Dey and
Warmer (1997)],[Mi and Burke {1994a)],[Sadzuka et al. (1997)]. Este equilibrio é alterado
quando o composto € injetado na comrente sangiinea. A atbumina presente no plasma
(30mg/mL} interage com a forma lactona de CPT-11, contribuindo provavelmente para
uma menor agao terapéutica do farmaco [Mi and Burke (1994a)}),[Mi et al. (1995)],[Fleury
et al. (1997)]. Segundo Mi e Burke, esta interagdo com HSA resulta na estabilidade da
forma lactona no plasma [Mi and Burke {1994a)].

Antes de iniciarmos o estudo de encapsulagio de CPT-11 em lipossomas, era
fundamentai estabelecer o principio de hidréiise do farmaco e avaliar a perturbagéo que
a albumina causa neste equilibrio. Este trabalho foi realizado no segundo ano do
doutorado e apresentado no Vi Encontro Latino—americano de Fotoquimica e Fotofisica
(ELAFOT V1), realizado entre 12 a 16 de setembro de 1999, em Teresopolis, Rio de
Janeiro ("Photophysical Study of CPT-11 in Human Serum Albumin {HSA) Solution with
a Chemometric Approach”). Repetimos estes experimentos, utilizando diferentes
concentragdes de HSA, que enriqueceram o trabalho.

Assim, esta parte do trabalho pretendeu avaliar se existia a estabilizagdo da forma
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lactona de CPT-11 na presenga de HSA e se ocoreriam mudangas na estrutura
secundaria da proteina, devido & interagao com CPT-11, a partir da cinética de hidrélise
de CPT-11, monitorada pelos espectros de emissdo de fluorescéncia, em diferentes
concentragdes de HSA.

IV.1. Estrutura e sitios de interagdo da proteina albumina
de soro humano (HSA)

A albumina de soro humano é a proteina presente em maior concentra¢do no
plasma sangilineo, mas também estd presente nos fluidos intersticiais dos tecidos
corporeos. Esta proteina liga-se a um grande nimero de compostos endégenos
relativamente insolaveis, tais como 4cidos graxos n&o-esterificados, bilirubina e Acidos
biliares, facilitando, portanto, © transporte destes compostos através da
circuiagéo [Petitpas (2001)]. HSA é também capaz de ligar-se a uma vasta variedade de
farmacos, sendo estes complexos de grande interesse para o direcionamento de
medicamentos ("drug delivery"). A complexag¢édo de farmacos a proteinas do plasma, tais
como HSA, pode ser um fator importante na farmacocinética do farmaco, restringindo a
concentragio de fArmaco livre e afetando sua distribuigio e eliminagio. Em alguns
casos, a maior fragdo de farmaco administrado é seqbestrada por HSA, como por
exemplo a varfarina (anticoagulante), onde 99% de sua concentragio interage com a
proteina, sob condicbes terapeuticamente normais e, consequentemente, possui um
pequeno volume de distribuigdo e baixa liberacdo [Petitpas (2001)].

HSA tem um numero limitado de sitios de interagdio para ligantes endégenos e
exogenos, de forma que a interagio do fArmaco com a proteina pode ser afetada por
vérios fatores. Mas, para entender tal interacio e avaliar suas propriedades como
- proteina de transporte no direcionamento de fArmacos, é necessario obter informagdes
estruturais sobre HSA [Petitpas (2001)].

HSA, proteina com 585 residuos de aminoécidos, € monomérica, mas contém trés
dominios de a—hélice estruturalmente homélogos (J, Il e i), como mostra a Figura 6(a).

Cada dominio pode ser dividido em subdominios A e B, que possuem 6 e 4 a-hélices,
respecivamente, como indicado na Figura 6(b) [Fleury et al. (1997b)],[Petitpas (2001 )- O
subdominio A possui duas pequenas o-hélices unidas por um par de pontes de

| dissulfeto, formando um pequeno /oop duplo.
Estudos estruturais [Petitpas (2001)] mapearam a localizagéo de sitios de ligagéo de
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acidos graxos e sitios primarios de ligagdo de farmacos em HSA. Os sitios de ligagéo de
acidos graxos estdo distribuidos ao longo da proteina e envolvem todos os seis
subdominios. Por outro iado, muitos farmacos ligam-se a um dos dois sitios primarios de
ligagdc na proteina, conhecidos como sitios de Sudlow | e ll. Embora existam varios
exemplos de ligagdo de farmaco em varios sitios da proteina, a maioria dos trabalhos €
baseada nos sitios primarios de ligagéo de farmacos [Patitpas (2001)].

Estudos cristalograficos demonstraram que os sitios | e Il de intera¢io de HSA com
farmacos estdo localizados respectivamente nos subdominios A e A [Fleury et al.
(1997b}],[Petitpas (2001)]. No subdominio [liA estd a cavidade de ligagdo mais ativa de
HSA, que acomoda melhor os farmacos, como por exemplo AZT (azido-3'-
deoxitimidina), digitoxina e ibuprofeno. Substancias como a varfarina, fenilbutazona,
tolbutamida e indometacing interagem com o sitio lA.

hid

Subdominic A Subdominlo B

Figura 6 - Representagdo esquematica dos (a) dominios [Petitpas (2001)] e (b}
subdominios [Fleury et al. (1997b)] estruturais de HSA, onde o subdominio A possul o Gnico
residuo de triptofano (Trp®) desta proteina.

AZT & um ligante tipico e especifico do sitio ilIA, sendo vartarina um ligante lIA. Nem
- AZT, nem varfarina exibem atividade dptica induzida, quando complexados com HSA.
Todavia, a interacdo de Camptotecina (CPT) com HSA aumenta drasticamente a
atividade Ooptica inerente de CPT. Portanto, segundo Fleury e colaboradores, a
competigdo entre CPT e AZT ou varfarina com HSA pode ser monitorada por dicroismo
circular, de forma a descobrir qual o sitio de ligagdo de CPT na proteina [Fleury et al.
(1997b)].

Fleury e colaboradores observaram que a titulagdo do complexo CPT-11 com AZT
ndo induziu mudangas nos espectros de dicroismo circular do complexo CPT-HSA e,
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ponanfo, CPT n&o interage com o sitio do subdominio HIA [Fleury et al. (1997b)]. Em
contrapartida, a varfarina provocou alteragéés nos espectros de dicroismo circular do
. complexo GPT-HSA, indicando que CPT compete com varfarina pelo sitioc do
subdominio [IA de HSA.

Estes autores também observaram que o espectro de dicroismo circular do
complexo CPT-HSA ¢ praticamente idéntico ao de HSA. Portanto, a interagéo com CPT
ndo induz mudancas significativas na estrutura secunddria de HSA [Fleury et al.
(1997b)]. Tal conclusdo foi confirmada por estes autores com andlise espectroscopica
Raman. Entretanto, a complexagio com CPT proporciona uma pequena alteragdo
conformacional na proteina, conforme dados de espectroscopia Raman. Os autores
sugerem que as duas pontes de dissulfeto existentes no pequeno /oop duplo (hélices
h4-h5 e h5-h6) sofrem alteragfio conformacional apés a complexagdo de CPT. Tal
suposicdo provém da mudanga conformacional mais compacta, gauche-gauche-
gauche, para configuragdes mais estendidas gauche-gauche-trans e trans-gauche-
trans que, provavelmente, favorecem maior liberdade conformacional aos dominios
estruturais da proteina. Esta rotago relativa dos dominios pode explicar a transferéncia
do dnico residuo do amino4cido triptofano existente na proteina (Trp®), localizado na
hélice h4 do subdominio estrutural llA (Figura 6), de um ambiente mais hidrofébico para
outro mais hidrofflico [Fleury et al. (1997b)).

Iv.2. Interagéo de CPT-11 com HSA (30mg/mL):
simulagéo das condicées fisiolégicas

HSA possui grande afinidade por moléculas hidrofébicas psquenas, carregadas
negativamente. Desta forma, é importante considerar que HSA é o principal carregador
de muitos farmacos, que possuem solubilidade limitada no sangue. Neste contexto,
considerando a familia de compostos derivados de Camptotecina, HSA pode ou nio
proporcionar a estabilidade e o direcionamento do farmaco.

HSA liga-se preferenciaimente & forma hidrolizada (carboxilato) de Camptotecina e
de 9-aminocamptotecina, do que a forma lactona. Esta forte interagdio com a forma
carboxilato resulta na ruptura rapida e completa do anel de lactona na presenca de HSA
(>99.5% para 9-aminocamptotecina) {Mi and Burke (1994a)],[Fleury et al. (1997b)].
Comparagdes sobre a estabilidade do farmaco em plasma e em albumina de soro
purificada revelaram que a abertura do anel de lactona ocorre em maior extensdo em

20



amostras de HSA do que de outras espécies. Além disso, CPT interage mais fracamente
com albuminas de soros de espécies ndo-humanas do que com HSA [Fleury et al.
{(1997b)]. Portanto, a questiio da interagdo de CPT com os componentes do sangue,
particularmente com HSA, parece ser de extrema importdncia, se o problema de
- direcionamento do farmaco ao alvo for considerado.

Segundo Mi e Burke, HSA aparenta ser incapaz de ligar-se preferenciaimente com
a forma carboxilato de CPT-11, Topotecan e o metab6lito SN-38, interagindo com a
forma lactona, resultando, assim, na estabilidade desses farmacos na presenca de
HSA [Mi and Burke (1994a)]. Com isso, esta parte do trabalho pretende avaliar se existe
a estabilizagdo da forma lactona de CPT-11 na presenga de HSA e se ocorrem
mudancas na estrutura secundaria da proteina, devido a sua interagéo com CPT-11.

Inicialmente foram realizados os experimentos de cinética de hidrélise de CPT-11
na presenca de HSA a 30mg/mL para simular as condigdes fisiolégicas do plasma
sangliineo humano. Para tanto, foram utilizadas solugdes de CPT-11 a 1,00-10-*mol/L
nos tampbes lactato (pH 4) e fosfato (pH 7), ambos a 0,010molL, na auséncia (Figura
7(a)} e na presenga de HSA a 30mg/mL (Figura 7(b)) a 37°C por 180min.
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Figura 7 - Espectros de fluorescéncia de CPT-11, em fung&o do tempo, a 1,00-10°*mol/L a 37°C,
Aex:=370nm, em tampéo fosfato (pH 7} por 180min na (a) auséncia e na (b) presenga de HSA
(30mg/mL).

Nos espectros de emissdo de CPT-11 em tampédo lactato (dados nio mostrados)
néo houve mudangas significativas no perfil e na posi¢éo da banda espectral, pois, em
meio acido, o anel de lactona n&o sofre hidrélise. De forma analoga, os espectros de
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CPT-11 em tampéo lactato na presenga de HSA ndo apresentaram alteragdes no pertil
€ na posigdo da banda. No entanto, estes espectros apresentaram uma diminuicdo na
intensidade de emissdo em relagdo aos especiros de CPT-11, devido & supressdo de
fluorescéncia de CPT-11, causada pela aita concentragéo de albumina.

Jé os espectros do composto em tampéo fosfato (pH 7) na auséncia e presenca de
HSA (Figura 7) apresentaram deslocamento espectral para a regido do vermelho (red
shiff), bem como a presenga de um ponto isostilbico’, indicando a existéncia de duas
espécies fluorescentes em equilibrio, ou seja, as formas lactona e carboxilato (espécie
hidrolizada). Apenas analisando estes graficos, ndo é possivel estimar o espectro de
cada espécie, ou seja, os espectros puros das formas lactona e carboxilato, nem o perfil
temporal das concentragdes.

Com o objetivo de realizar a deconvolugdo dos espectros das duas substancias em
tampao fosfato, ou seja, das formas lactona e carboxilato de CPT-11, foi utilizado o
método quimiométrico de Lawion e Sylvestre [Lawton and Sylvestre (1971)],
separadamente em cada expetimento {vide se¢dio WIl.3). Esta técnica permite obter as
concentragbes dos dois compostos, para cada tempo de reagédo t, e seus respectivos
espectros, em concentragdo unitaria, a partir dos espectros da mistura nos varios tempos
t. Para tanto, este método utiliza a Analise de Componentes Principais, através de uma |
ferramenta matemética conhecida como Decomposi¢do do Valor Singular (SVD) [Joliffe
(1986)],[Booksh and Kowalski (1994)][Wold et al. (1987)]. A Figura 8 mostra (a) os
espectros de emissdo normalizados com concentracao unitaria e (b) os respectivos perfis
temporais de concentragio relativa normatizada.

Os resultados espectrais com CPT-11 em tampao fosfato na auséncia de HSA
indicam que realmente existem duas substancias distintas, ou seja, o farmaco na forma
lactona (—, Figura 8) e a na forma carboxilato (— Figura 8) proveniente da hidrélise. Na
presenga de HSA, uma nova espécie (—, Figura 8) é formada, devido & répida
complexagéo entre HSA e a forma lactona, produzindo um espectro diferente (Ama=
426nm) comparado com o espectro da forma lactona livre (Amax= 421nmy}. Entretanto, tal

complexo também pode hidrolizar para a forma carboxilato {— Figura 8), que ndo
interage com HSA. Assim, propomos um mecanismo, conforme pode ser visto no

1 Eo comprimento de onda no qual a fluorescéncia total ndo se altera durante uma reagéo
quimica ou mudanga fisica de uma dada amostra {andloge ao ponto isosbéstico para
absorbancia) [Verhoeven (1996)].
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Esquema 1.

De acordo com Mi e Burke, HSA interage com a forma lactona de CPT-11,

resultando na estabilidade do farmaco na presenga desta proteina [Mi and Burke

(1994a)]. No entanto, nossos resultados mostram que ndo existe tal estabilizacdao da
forma lactona, haja visto que o complexo lactona—HSA hidroliza, produzindo a forma

carboxilato, terapeuticamente inativa. Tal mecanismo s6 foi possivel de ser elucidado via

0 tratamento dos dados com quimiometria.
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Figura 8 — (a) Espectros de fluorescéncia resolvidos e normalizados e (b) intensidade média de
fluorescéncia em fungao do tempo em tampao fosfato (pH 7) de: (—) forma lactona; (—) forma

carboxilato; (—) forma lactona com HSA (30mg/mL); e () forma carboxilato com HSA
(30mg/mL).
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Esquema 1 - Equilibrio das espécies de CPT-11 existentes em pH 7.

Para observar alteragdes na estrutura secundaria de HSA, monitoramos a
fluorescéncia do Unico residuo de amino4cido triptofano existente em HSA. Este
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monitoramento pdde ser realizado, utiizando uma cubeta de quartzo triangular, que
elimina problemas de supressédo da fiuorescéncia do triptofano pela afta concentragdo da
proteina.

HSA possui um residuo de triptofano e 18 residuos de tirosina, onde somente
existem um residuo de tirosina e o Unico de ftriptofano no subdominio A, capazes de
sofrer interacdo com CPT-11. Para evitar a excitagéo dos outros 17 residuos de tirosina,
foi utilizado neste experimento o comprimenio de onda de excitagdo de 295nm.
Observou-se que nao houve mudangas espectrais significativas durante 115 min de
cinética (dados ndo mostrados). Os dados quimiométricos indicaram a presenga de dois
compostos fluorescentes, possivelmente os residuos de tirosina e de triptofano,
presentes no subdominio !IA (Figura 9), mas que ndo sdo incomodados pela
presenga/auséncia de CPT-11 no sftio, j4 que ndo ha mudangas na intensidade média
de fluorescéncia de ambos os residuos e, consequentemente, ndo ha mudangas
conformacionais. Desta forma, pode-se concluir que, embora exista a interagdo entre
CPT-11 e HSA (30mg/mL), esta interagdo nfo causa mudangas na estrutura secundéria
da proteina.
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Figura 8 — (a) Espectros de fluorescéncia resolvidos e (b} perfis da intensidade média de
fluorescéncia em fungéo do tempo de tirosina (- -) e triptofano (—) presentes no subdominio 1A
da proteina HSA (30mg/mL), em solugdo contendo CPT-11 em tampdo fosfato (pH 7) a 37°C,
Aee=295nm, por 115min,
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IV;3. Interacdo de CPT-11 com HSA em baixa e média
concentragoes (0,3mg/mL e 3mg/mL)

Inicialmente, a intengéo deste trabatho era comparar os resultados obtidos por
espectroscopia de emissdo com dados de dicroismo circular, sendo possivel avaliar
apenas as mudancgas conformacionais na estrutura de CPT-11 (que contém um centro
quiral). Conforme discutido anteriormente [Fleury et al. (1997b)], a estrutura secundaria
de HSA nao sofre alteragbes. No entanto, os experimentos envolvendo dicroismo circular
devem ser realizados com baixa concentragdo de HSA (0,3mg/mL, que corresponde a
aproximadamente 1,00-10°mol/L). Assim, antes de realizar os estudos com dicroismo
circular, fizemos um estudo sobre emissio de fluorescéncia envolvendo CPT-11 com
HSA a 0,3mg/mL para verificar se a formagéo de complexo lactona—HSA ocorre nestas
condicbes e com estequiometria 1:1, como afirmaram Mi e Burke [Mi and Burke (1994a)].

Monitoramos a emisséo de CPT-11 (Ae=370nm) em solugdes de HSA a 0,3mg/mL
e 3mg/mi., (dados ndo mostrados), come no experimento mostrado na Figura 7(b), com,
respectivamente, estequiometrias 1:1 e 10:1 de HSA:CPT-11. Com o tratamento
quimiométrico destes experimentos (dados n&o mostrados), observamos que néo ha
mudancas espectrais significativas, ou seja, a forma lactona na presenca de HSA em
ambas concentragbes possui um espectro semelhante ao da forma lactona livre, na
auséncia de HSA. Portanto, pode-se concluir que, em baixas concentragdes (0,3 e
3mg/mL), a albumina ndo interage com a forma lactona de CPT-11 e,
consequentemente, os experimentos de dicroismo circular ndo poderdo avaliar a
interagéo lactona-HSA com estequiometria 1:1. Apesar de Mi e Burke terem afirmado
que a estequiometria seja 1:1, observamos ser necessario um excesso de HSA para
deslocar o equilibrio para a formagdo do complexo.

Embora n&o haja interagio em baixas concentragbes da proteina e,
consequentemente, ndo existam modificagdes na estrutura secunddria de HSA,
monitoramos a emiss&o de fluorescéncia do Unico residuo de aminoéacido triptofano
existente em HSA (As=295nm), como no experimento mostrado na Figura 9.
Analogamente, observou-se que nédo houve mudangas espectrais significativas durante
a cinética (dados nZo mostrados), indicando ndo haver mudangas conformacionais
detectéveis.

Com isso, conclui-se que, em estequiometrias 10:1 e 1:1 de HSA:CPT-11, a



albumina néo interage com & forma lactona de CPT-11.

Em seguida, realizamos experimentos com dicroismo circular. Ndo podemos afirmar
que esta técnica seja capaz de observar se houve ou nio alteragbes na estrutura
secundaria global de HSA, pois os experimentos foram realizados com HSA:CPT~11 na
razao 10:1 e sabemos que nestas concentragbes néo existe interagédo entre eles. Como
nao é possivel monitorar HSA:CPT-11 na razio 100:1 usando a técnica de dicroismo,
entdo ela ndo é capaz de dar informagdes sobre a interagdo HSA:.CPT-11.

IV.4. Conclusido

Propusemos um mecanismo de reagdo entre CPT-11 e albumina (HSA). O
tratamento quimiométrico dos dados espectroscopicos indicaram que, na presenga de
HSA em concentragdo similar 3 encontrada em condicbes fisiolégicas (30mg/mL), uma
nova espécie é formada, devido & rapida complexagdo entre HSA e a forma lactona,
produzindo um espectro diferente, comparado com o da forma lactona livre. Entretanto,
observamos que este complexo também é passivel de hidrdlise, em oposigio a
resultados anteriores da literatura, que afirmaram a estabilidade do farmaco na presenca
de HSA [Mi and Burke (1994a)]. Tal mecanismo sé foi possivel de ser elucidado via o
tratamento dos dados com a quimiometria, demonstrando a utilidade desta técnica.

Experimentos utilizando estequiometrias 1:1 e 10:1 de HSA e CPT-11 a 03e
3mg/mL) foram realizados com o objelivo de comparar os resultados obtidos por
espectroscopia de emissdo com dados de dicroismo circular, realizados com baixa
concentragdo de HSA (0,3mg/mL) e de verificar se a formagéo de compiexo lactona-
HSA ocorreria nestas condigbes, como afirmaram Mi e Burke [Mi and Burke (1994a)].
Estes experimentos indicaram a auséncia de interagéo entre o anel de lactona e HSA.
Com isso, conclui-se que, em estequiometrias 1:1 e 10:1, a albumina n&o interage com
a forma lactona de CPT-11 e, consequentemente, os experimentos de dicroismo circular
néo podem (a esta concentragio de HSA) avaliar tal interagdo.
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Capitulo V
Lipossomas: introducao

A tecnologia envolvida na obtengdo de novos medicamentos para tratamento dos
diversos tipos de cancer teve grande desenvolvimento e continua em evolugdo. Porém, a
forma de administragéo destes farmacos aos pacientes ainda é relativamente primitiva e
pouco eficiente, produzindo varios efeitos colaterais indesejaveis e danosos ao
organismo. De modo geral, estes fArmacos sdo muito téxicos, exigindo que a dose a ser
administrada seja minima, para nao causar danos aos tecidos sadios e, ao mesmo
tempo, suficiente para atingir as células alvo e exercer o efeito terapéutico, apés ser
diluido no sangue, absorvido por outros tecidos ou excretado.

Teoricamente, um dos objetivos basicos da quimioterapia é direcionar a substancia
medicinal especifica e eficientemente ao local da doenga ou distirbic. Algumas vezes,
isto pode ser conseguido pela administragdo do farmaco em forma pura. Em muitos
casos, entretanto, a eficicia do farmaco pode ser melhorada, associando-o a algum tipo
de carregador. ldealmente, este devera direcionar o farmaco em concentragdo adequada
e apenas no local onde & necessario, evitando a perda do farmaco e a ocorréncia de
efeito colaterais.

Lipossomas [Lasic (1993)],[New (1989)], vesiculas lipidicas onde uma fase aquosa é
totalmente cercada por uma ou mais bicamadas de fosfolipidios, sdo importantes para a
encapsulagido e liberagéo controlada de farmacos in vivo. Eles podem encapsuiar
substancias hidrofilicas em seu cerne aquoso e hidrofGbicas e anfifilicas em suas
bicamadas. Estes sistemas tém sido testados, com sucesse, como transportadores de
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diversos farmacos, vacinas, material genético e enzimas para o interior de células.
Apresentam baixa toxicidade e imunogenicidade, sdo biodegradaveis e capazes de
proteger os compostos encapsulados da diluigdo e degradagdo no sangue, de forma
que, quando alcancam os tecidos alvo, podem liberar doses concentradas do farmaco,
aumentando a eficacia do tratamento. Os lipossomas modificam as propriedades
farmacocinéticas, o tempo de trdnsito na circulagfio sanguinea e o metabolismo do
farmaco encapsulado [Lasic (1993)],[New (1989)}.

Lipossomas s&o normalmente preparados a partir de lecitinas extraidas de fontes
naturais ou a partir de fosfolipidios sintéticos. Em aiguns casos s&o propositadamente
adicionados outros lipidios, como colesterol, para aumentar a estabilidade fisica ou
modificar suas propriedades. Em particular, o colesterol ndo sé6 aumenta a estabilidade
mecénica como reduz o vazamento de substincias que s@o incorporadas nas
vesiculas [Lasic (1993)].

Existem varios tipos de lipossomas, classificados de acordo com o tamanho e o
nimero de bicamadas lipidicas que apresentam. As vesiculas formadas por diversas
bicamadas sucessivamente separadas por compartimentos fiuidos sdo chamadas de
muttilamelares (MLV). Estes lipossomas sdo preparados a partir da hidratagéo de um
filme lipidico seco. As vesiculas que apresentam apenas uma bicamada e uma regido
aquosa central sdo denominadas unilamelares e podem ser pequenas (SUV) ou grandes
{(LUV) [Lasic (1993)]),[New (1989)]. Os lipossomas LUV podem ser preparados a partir da
extrusdo de lipossomas MLV.

A Figura 10 mostra o esquema de um lipossoma multilamelar. Este tipo de vesicula
possui muitas bicamadas (ou lamelas). Na ampliagdo, podemos visualizar a composigéo
de uma bicamada. Basicamente a estrutura de uma bicamada & composta por
fosfolipidios (azul) e colesterol (laranja}, que pode encapsular tanto substancias
hidrofébicas (azu! marinho) e anfifilicas (verde), quanto estruturas maiores como
proteinas globulares (roxa). No cemne aquoso, bem como na solugio aquosa existente
entre bicamadas, substancias hidrofilicas (amarela) podem ser incorporadas.

Lipossomas com longo tempo de circulagdo possuem farmacocinética que
independe da dose e tem menor reconhecimento pelos componentes do sistema
fagocitario mononuclear e melhor eficiéncia no direcionamento de farmaco a tumores
que lipossomas convencionais. Quando tais lipossomas contém lipidios conectados a
polietilenoglicol (PEG), s&o designados como lipossomas Stealth® ou lipossomas

2 Stealth®é marca registrada da empresa SEQUUS Pharmaceuticals, Inc., Menio Park, CA.
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estericamente estabilizados, com base no aumento da estabilidade in vivo e da reduzida
reatividade com proteinas plasmaticas e receptores celulares de superficie, responsaveis
pela sua degradacéo [Lasic (1993)]. O polimero PEG proporciona uma barreira estérica
hidrofilica que, ap6s a solvatagdo, impede a interagdo da superficie do lipossoma com
proteinas (opsoninas) do plasma e, consequentemente, com 0s macréfagos evitando o
seu reconhecimento e a sua remogéao rapida [Lasic (1993)].

Figura 10 — Representagao esquematica de um lipossoma multilamelar (MLV) [Fendler (1982)].

A Figura 11 traz uma representagdo esquematica da interag@o entre lipossomas
convencionais e Stealth com lipoproteinas e proteinas do sistema fagocitario
mononuclear, como as opsoninas. As lipoproteinas presentes no plasma sangiineo
desestabilizam os lipossomas convencionais. As moléculas do sistema fagocitario
mononuclear, conhecidas como opsoninas, sao adsorvidas na superficie de lipossomas
convencionais, agindo como sinalizadores que identificam os lipossomas como corpos
estranhos, facilitando sua fagocitose e destruigdo pelos macréfagos. Nos lipossomas
Stealth, as longas cadeias de polietilenoglicol, que estdo em sua superficie, dificultam a
adsorgéo de moléculas na superficie das vesiculas. Desta forma, os lipossomas Stealth
sdo capazes de passar desapercebidos pelo sistema fagocitarico mononuclear,
permanecer por tempos prolongados na corrente sangiiinea e podem ser direcionados
para outros sitios do organismo [Lasic (1993)].

Dados da literatura indicaram que os melhores resultados, em termos de grandes
concentragbes de lipossomas no sangue combinados com o elevado tempo de
circulagdo, foram obtidos com lipossomas preparados com DSPE-PEG a uma
porcentagem molar de 5 a 10%, com massa molar média de PEG de 2000
Daltons [Zalipsky (1995)],[Jones (1995)]. Para baixas massas molares de PEG (< 1000
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Daltons), o tempo de circulagdo destes lipossomas diminui e sua captura pelo SFM
aumenta [Marjan and Allen (1996)].

(a)

Figura 11 - Representacdo esquematica da interacdo entre (a) lipossomas convencionais e (b)
lipossomas Stealth com lipoproteinas (oval) e anticorpos como a opsonina (formato de Y) [Lasic
(1993)].

A natureza de lipidios em bicamadas lipidicas também é importante. A estabilidade
da particula depende do balango entre as forgas atrativas entre cadeias hidrofébicas na
bicamada lipidica e as repulsivas presentes nas cabegas dos fosfolipidios, e cadeias de
PEG associadas. Este fato sugere que a mistura de lipidios saturados (no estado gel),
como DSPC, com colesterol pode constituir em uma composicdo otimizada para
lipossomas Stealth [Hristova and Needham (1995)].

Desta forma, a encapsulagdo de CPT-11 em lipossomas LUVs estericamente
estabilizados (100nm), com meio acido em seu interior, pode constituir em uma opgao
para diminuir a hidrolise do anel de lactona e a interagdo com a albumina, bem como
aumentar a capacidade terapéutica e a farmacocinética do farmaco. E isso que
pretendemos nesta parte do trabalho.
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Capitulo VI

Lipossomas: tentativas experimentais

Este capitulo aborda o segundo obijetivo deste trabalho, que é encapsular o farmaco
CPT-11 em lipossomas estericamente estabilizados para manter sua integridade,
evitando sua hidrélise. S40 mostrados os resuitados experimentais obtidos e a discussdo
sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas, bem como as dificuldades
encontradas no trabalho.

VI.1. Estudo fotofisico de CPT-11 encapsulado em
lipossomas estericamente estabilizados (CPT-11:LUV)

Sabe-se que o anel de lactona € estavel em pH 5,0, no qual menos que 5% do
farmaco é convertido a forma carboxilate, no equilibrio [Burke and Gao (1994)]. Portanto,
a encapsulagdo de CPT-11 a baixos valores de pH em bicamadas lipidicas, capazes de
manter um gradiente transmembrénico de pH por longos periodos de tempo, pode
estabilizar a forma lactona.

No inicio do nosso frabalho, tinhamos a inteng¢do de usar lipossomas unilamelares
(LUV} convencionais preparados com fosfatidilcolina (PC) de soja (Epikuron 200SH,
Lucas Meyer) e colesterol na proporcéo 3:1 (m/m) em tampdo lactato a pH 4.
Acreditavamos que um sistema muito simples, utilizando lipossomas convencionais, seria
adequado para manter a integridade do composto na forma lactona. Entretanto, de
acordo com os experimentos de cinética de hidrblise monitorados por espectroscopia de
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emissdo de fluorescéncia (conforme procedimento citado na segéio IV.2), este sistema
lipossomal nao impede a hidrélise de CPT-11. Uma possivel solugfio seria usar
lipossomas estericamente estabilizados (Stealth), feitos com DMPE~PEG. Imaginamos
que o PEG, por ser hidrofilico, reteria muitas moléculas de agua, de forma que
possivelmente o gradiente de pH existente na membrana se mantivesse. De acordo com
Sadzuka e colaboradores, lipossomas estericamente estabilizados possuem maior tempo
de meia vida na corrente sangiinea e melhor eficiéncia no direcionamento de farmaco a
tumores do que lipossomas convencionais, para o sistema envolvendo o CPT-11,
embora tais autores n&@o tenham determinado a porcentagem de CPT--11
hidrolizado {Sadzuka et al. (1997)]. Acreditamos que eles sejam melhores, nio somente
pelos fatos mencionados (dado que ¢ PEG proporciona uma barreira hidrofilica estérica
que reduz a interagio das opsoninas presentes no plasma com a superficie do
lipossoma [Burke and Gao (1994)]), mas porque, provaveimente, tais lipossomas evitem
a hidrlise de CPT-11, proporcionando, portanto, - maior concentragio de SN-38
(metabdiito terapeuticamente ativo do CPT-11) ndo~hidrolizado nos tumores.

Devido a estes fatores, achamos mais conveniente utilizar lipossomas estericamente
estabilizados para encapsular CPT-11. Consequentemente, aiteramos a formulagéio
lipossomal, utilizando vesiculas de lipossomas estericamente estabilizados, constituidos
pelos fosfolipidios sintéticos diestearoitfosfatidilcolina (DSPC), dimiristoitfosfatidiletanola~
mina (DMPE) e DMPE-PEG 2000 (sintetizados conforme procedimento da
literatura [Woodie et al. (1991)],[Ribas (1997)]), e colesterol (CPT-11:LUV).

Viérios experimentos foram realizados utilizando lipossomas Stealth contendo DSPC,
colesterol, DMPE-PEG 2000 (com ou sem DMPE) e verificou-se que tais formulagbes
nao conseguiam evitar a hidrélise de CPT-11, pois ndo sdo capazes de manter um
gradiente transmembrénico de pH.

Em correspondéncias pessoais com a Dra. Theresa M. Allen (Universidade de
Alberta, Edmonton, Canada), ela sugeriu o0 uso de DSPE-PEG 2000 para manter uma
boa estabilidade fisica das vesiculas. Segundo a Dra. Alien, 0 emprego de DMPE-PEG
pode causar instabilidade mecénica ao lipossoma, pois (1) 0 PEG sai facilmente e (2)
pode haver uma separagdo de fases entre DSPC e DMPE-PEG. Essa pode ser a razdo
pela qual os lipossomas néo conseguiam manter um gradiente de pH. Assim, DMPE-
PEG 2000 foi substituido por DSPE-PEG 2000 na formulagdo lipossomal.

Lipossomas Stealth contendo CPT-11 (CPT-11:LUV) foram preparados em tamp&o
lactato (p-H 4,0) a 0,010molL com 10% de sacarose (m/v), utilizando DSPC, DSPE-PEG
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2000 e colesterol. Os comportamentos fotofisicos de CPT—11 livre e incorporado nessas
vesiculas foram estudados a partir da cinética de hidrolise do farmaco em tampdo
HEPES (pH 7,4) a 0,010molL com 10% de sacarose (m/v), monitorada pelos espectros
de emissdo de fluorescéncia em fungéo do tempo. Os espectros de fluorescéncia de
- GPT-11 livre (monitorados por 280min, a 37°C) e CPT—11:LUV (420min, a 19°C) sdo
mostrados na Figura 12.

O deslocamento da banda de fiuorescéncia para a regido do vermelho, observado
na Figura 12(a), indica o aumento da espécie carboxilato. Por outro lado, quase n3o ha
deslocamento espectral no espectro mostrado na Figura 12(b}), mesmo por 420min (7h).
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Figura 12 — Espectros de fluorescéncia, em fungéo do tempo, em tampdic HEPES (pH 74) a
0,010moll. com 10% de sacarose (M/V), Aee=370nm, de: (a) CPT-11 fivre {por 280min, a 37°C) ¢
(b) CPT-11:LUV (por 420min, a 19°C).

Com ¢ objetivo de realizar a deconvolugdo dos espectros das duas substancias em
tamp&o HEPES, ou seja, das formas lactona e carboxilato de CPT-11 livre e
encapsulado, foi utilizado 0 método quimiométrico de Lawton e Sylvestre [Lawton and

| Sylvestre (1971)], conforme descrito na se¢do Il1.3. A Figura 13 mostra os espectros de
emissdo de fluorescéncia resolvidos e normalizados e a Figura 14 mostra os perfis da
-intensidade média de fluorescéncia em fungfio do tempo da forma lactona de CPT—11
), da forma cérboxilato de CPT-11 (—), da forma lactona de CPT-11:LUV (—) e da
forma carboxilato de CPT—11:LUV (—), em tampao HEPES (pH 7,4) a 0,010mol/L com

10% de sacarose {m/v).
Os resultados espectrais com CPT-11 livre (Figura 13) indicam que realmente
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existem duas substancias distintas, ou seja, o farmaco na forma lactona (—) e a na
forma carboxilato () proveniente da hidrélise, como vimos na se¢éo IV.2. Encapsulada
em lipossomas, a forma lactona (Figura 13,—) possui um espectro ligeiramente
deslocado (Anax= 428nm), comparado com o espectro da forma lactona livie (Ana=

423nm). Como esta banda corresponde a uma transi¢do n—-n*, este deslocamento para a
regido do vermelho indica que o fluoréforo encontra-se em um ambiente mais polar.
Este fato parece-nos contraditorio, pois esperavamos que, em lipossomas, o fluoréforo
produzisse um deslocamento para a regiao do azul, dado que as bicamadas lipidicas
possuem uma natureza mais hidrofébica, devido a presencga de cadeias acila. Poder-se-
ia pensar que existe a saida do fluoréforo de lactona das bicamadas lipidicas, mas esta
hipétese produziria um espectro semelhante ao espectro de lactona livre, ja que ele
estaria em solugdo aquosa, como a lactona livre. Pode-se supor que o fluoréforo da
forma lactona encapsulada interaja com as cabegas polares do grupo fosfato, através de
uma interagao ion-dipolo induzido, sendo esta interagdo mais intensa que a intera¢ao de
ligacdo de hidrogénio entre o fluoréforo livre e as moléculas de agua presentes em
solugédo. Desta forma, como a interagdo ion—dipolo induzido é mais intensa, neste caso
seria "mais polar" e este fato explicaria o deslocamento para a regiao do vermelho.
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Figura 13 — Espectros de fluorescéncia resolvidos e normalizados em tampao HEPES (pH 7,4) a
0,010mol/l. com 10% de sacarose (m/v) das formas lactona (—) e carboxilato (—) de CPT-11, e
das formas lactona (—) e carboxilato (—) de CPT-11:LUV.

Ja a forma carboxilato em lipossomas (Figura 13,—) possui um espectro semelhante
ao de carboxilato livre e podemos supor que (1) o fluoréforo néo esta incorporado nas
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bicamadas lipidicas, ou (2) o fluoréforo néo é sensivel a mudangas de polaridade. Este
fato foi elucidado com medidas de grau de anisotropia de fluorescéncia.

Avaliando os perfis de intensidade média de fluorescéncia das espécies lactona e
carboxilato (Figura 14 e Tabela 1), observa-se que a forma lactona facilmente hidroliza
em solugdo aquosa, mas foi estabilizada em lipossomas Stealth, pois até 420min o
equilibrio ndo foi atingido, sendo o decaimento da intensidade média de fluorescéncia
apenas de 27,2% em 7h.
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Figura 14 — Perfis da intensidade média de flucrescéncia em fungéo do tempo, em tamp&o HEPES
(pH 7,4) a 0,010mol/L com 10% de sacarose (m/v) da (a) forma lactona (—) e da forma carboxilato

(—) de CPT-11 e (b) da forma lactona (—) e da forma carboxilato (—) de CPT-11:LUV.

O experimento com CPT-11:LUV foi realizado a 19°C e 37°C, mas infelizmente a
hidrélise do anel de lactona ocorreu a 37°C, provavelmente devido a elevagéo da
permeabilidade da bicamada. Apesar disso, ndo houve liberagédo de farmaco a partir dos
lipossomas, verificado por medidas de grau de anisotropia de fiuorescéncia.

O grau de anisotropia pode fornecer informacdes sobre o ambiente onde o fluoréforo
se encontra. Esta técnica revela o deslocamento angular médio do fluoréforo que ocorre
entre a absorgdo e a subsegiliente emissdo de um féton, de acordo com o ambiente
onde o fluoréforo se encontra [Lakowicz (1983)]. A Tabela 2 mostra as medidas de grau
de anisotropia de fluorescéncia no estado estacionario (r) para CPT-11 livre e
encapsulado nos tampdes lactato (pH 4,0) e HEPES (pH 7,4, apds 60min) a 0,010mol/L
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com 10% de sacarose (m/v). (Observagéo: as medidas de grau de anisotropia de CPT-
11:LUV foram realizadas apés 7 dias de preparo desta formulagfio, nio sendo notada a
- presenca de fungos, que poderiam comprometer o experimento.)

Tabela 1 — Decaimento da intensidade média de fluorescéncia da forma lactona (IFiacers) €M CPT-

11 livre e encapsulado (CPT-11:LUV) em fungdo do tempo, conforme os resultados apresentados
na Figura 14.

Amostra Tempo (min) IF s (U.8.) Decaimento (%)

CPT-11 (iivre) 0 0,3993 -
280 0,0657 83,5%

CPT-11:LUV 0 0,1036 -
280 0,0859 17,1%
420 0,0754 27,2%

Tabela 2 - Medidas de grau de anisotropia de flucrescéncia (r}) para CPT-11 livre e encapsulado
nos tampdes lactailo (pH 4,0) e HEPES (pH 7,4) a 0,010mol/L. com 10% de sacarose {m/v)

Amostra Tampéo r
CPT-11 lactato 0,046
HEPES 0,035
CPT-11:LUV  lactato 0,088
HEPES 0,067

O CPT-11 em meio 4cido (forma lactona) possui pequeno valor do grau de
anisotropia, pois ndo h& impedimento estérico e a molécula tem liberdade rotacional. A
forma carboxilato em tampdo HEPES possui menor valor, devido a ruptura do anel de
lactona, aumentando os graus de liberdade da molécula. J4 os valores de 7 para CPT-
11:LUV s&o superiores, devido ao efeito estérico das cadeias acila, indicando restrigdo
dos movimentos rotacionais, causada pela sua encapsulagéio na bicamada lipidica.

Portanto, podemos concluir que a hidrélise de CPT-11 encapsulado em lipossomas
ocorre devido a migragiio de protons H* do ceme aquoso para a solugio externa, ou
sefa, a auséncia de um gradiente transmembréanico de pH a 37°C. Contudo, é preciso
ressaltar que esta primeira formulago lipossomal contendo DSPE-PEG 2000 foi capaz
de manter um gradiente transmembrénico de pH, a 19°C.
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V1.2, Outras tentativas para manter um gradiente
transmembrénico de pH

Apobs o primeiro sucesso experimental, foram realizados varios outros experimentos,
na tentativa de obter uma formulagéo que mantivesse um gradiente transmembranico de
pH. O Esquema 2 mostra um fluxograma dos experimentos realizados.

O primeirc sucesso experimental esta indicado no fluxograma como experimento 01.
O segundo experimento, utilizando a mesma formulagdo do primeiro, apresentou alta
velocidade de hidrélise. Como este experimento foi realizado duas semanas apés o
preparo dos lipossomas, a presenga de sacarose favoraceu o aparecimento de fungos
(invisiveis a olho nu) que, aliado A elevada temperatura, poderiam ter desestabilizado
e/ou rompido as vesiculas, favorecendo, portanto, o aumento da velocidade de hidrélise.
Com isso, apesar da sacarose aumentar a estabilidade fisica de vesiculas [Lasic (1993)],
0s experimentos seguintes (03 a 06) foram feitos com tampao lactato sem sacarose,
dado que a sacarose proporciona a proliferagéo rapida de fungos e, com isso, diminui o
tempo de vida util dos lipossomas.

Alguns experimentos (marcados com *) também foram realizados na presenca de
plasma humano. Segundo a Profa. Maria Eugénia Meirinhos da Cruz (INETI, Lisboa,
Portugal), é possivel que a hidrélise de CPT-11 ocorra mais lentamente quando os
lipossomas CPT-11:LUV forem colocados diretamente no plasma humano, ja que
algumas reagdes podem ndo acontecer neste meio, devido a sua COMposiCio.
Entretanto, os testes realizados em plasma (dados nio mostrados) indicaram que a
hidrélise ocorre rapidamente, embora com uma velocidade ligeiramente menor que em
HEPES,

Na auséncia de sacarose, 0s experimentos 03 a 06 ndo conseguiram preservar um
gradiente de pH, mesmo nas formulagdes 05 e 06, que foram sugeridas pela Dra. Alien,
utilizando apenas 3% de DSPE-PEG 2000.

O experimento 07 fo preparado com sacarose e 3% de DSPE-PEG 2000, conforme
sugestdo da Dra. Allen. Infelizmente, néo houve um gradiente de pH, mas a velocidade
de hidrélise de CPT-11 foi menor do que a de lipossomas preparados na auséncia de
sacarose.
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Esquema 2 - Fluxograma dos experimentos realizados, que apresentaram répida hidrlise de
CPT-11, com excegéc do experimento 01 que conseguiu manter um gradiente de pH. Todas as
proporgdes indicadas no fiuxograma s@o porcentagens molares. O CPT-11 foi incorporado na
bicamada lipidica, durante a formag&o do filme lipidico, com exceg¢ao dos experimentos 12 a 15, 22
e 23. Os experimentos com * foram realizados também na presenga de plasma humano.

De acordo com Colbern e colaboradores [Colbem et al. (1998)] e Sadzuka e
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colaboradores {Sadzuka et al. (1997)], ambos os trabalhos utilizaram formulagdes cuja
concentragdo total de lipidios era maior que 20mM, ou seja, quase o triplo da
concentragio utilizada neste trabalho. Assim, acreditivamos que esta concentracéo
fosse um fator determinante para diminuir a velocidade de hidrélise de CPT-11. Os
experimentos 08 a 11 foram preparados com concentragao total de lipidios de 20mM, no
entanto sem sucesso. Enquanto aguarddvamos a chegada de DSPE para sintetizar
DSPE-PEG 2000, vérios outros experimentos que ndo utiizavam DSPE-PEG foram
realizados.

Conforme o trabatho de Underberg e colaboradores, que trata da encapsulagdo do
farmaco SK&F 104864-A (derivado de Camptotecina) em varios tipos de ciclodextrinas
(CD), o anel de lactona fica mais protegido contra a hidrolise quando encapsulado em
dimetil-BCD, que diminuiu a velocidade de hidrélise pela metade em relagdo a SCD,
embora essa velocidade seja muito mais rdpida que a observada no primeiro
expenimento usando DSPE-PEG [Underberg et al. (1990)]. Como nio temos este tipo de
CD, foi utiizada apenas BCD (experimentos 12 e 13). Observou-se que a hidrélise é
muito rapida, apenas usando SCD.

Burke e Gao observaram que Topotecan (derivado anfifilico de Camptotecina) tem
afinidade reduzida por bicamadas lipidicas e encapsularam este composto no cemne
aquoso de lipossomas unilamelares de DSPC [Burke and Gao {1994)]. Apesar de
Sadzuka e colaboradores [Sadzuka et al. (1997)] acrescentaremm CPT-11 durante a
preparagéo do filme lipidico, foram realizados os experimentos 14 e 15, incorporande
CPT-11 durante a hidratagio, juntamente com o tampdo lactato com sacarose. O
objetivo destes experimentos foi verificar se as formulagbes com DSPC e DMPE-PEG
eram capazes de manter gradientes de protons através de bicamadas por longos
intervalos de tempo, com este tipo de encapsulagio passiva. No entanto, tais
formulagdes também néo tiveram sucesso.



Quando DSPE foi obtido, prosseguiu-se com a sintese de DSPE-PEG 2000,
conforme procedimento descrito na literatura [Woodle et al. (1991)],[Ribas (1997)], o qua!
foi caracterizado pelas técnicas de espectroscopia de absorgdo na regifo do
infravermetho e de ressonancia magnética nuclear de H' e C'™. Como a influéncia da
parte de etileno glicol (proveniente de PEG) no composto sintetizado é muito intensa, os
sinais atribuidos ao PEG eram muito intensos em ambas as técnicas, mascarando as
contribuicGes de outras partes da molécula (dados ndo mostrados). Assim, tais técnicas
n&o foram capazes de caracterizar o composto.

Como a Dra. Allen sugeriu a repetigiio da primeira formulagéio, foram preparados
lipossomas conforme o primeiro experimento, utilizando 0 DSPE-PEG 2000 sintetizado.
Todavia, as cinéticas de hidrélise de CPT-11:LUV em tampdo HEPES a 19°C e 37°C
(experimentos 16 e 17 respectivamente) ndo apresentaram 0 mesmo comportamento, ou
seja, ndo conseguiram manter um gradiente de pH. De acordo com o resultado obtido no
primeiro experimento, sabe-se que esta formulagio é capaz de manter um gradiente
transmembranico de pH a 19°C. Com isso, acredita-se que o insucesso seja devido a
problemas na sintese de DSPE-PEG, indetectaveis pelas técnicas de caracterizaggo.
Assim, decidimos adquirir DSPE-PEG 2000 comercial. '

Apbs a obtengdo de DSPE-PEG 2000 comercial, repetimos a primeira formulagéio
{experimentos 18 e 19). Novamente ndo conseguimos reproduzir 0 mesmo sucesso
experimental da primeira formulagéo, pois houve a répida decomposigéio de CPT-11.
Mas por que isso aconteceu?

Suspeitamos que a hidrélise rapida do anel de lactona seja devida a0 CPT-11 livre
em solugdo. Embora dados sobre os graus de anisotropia estatica indiquem a presenga
de fluoréforo encapsulado nas bicamadas lipidicas dos lipossomas, esta técnica nao é
capaz de informar a existéncia de uma fragdo de farmaco ndo-encapsulado, livie em
solugdo. Com isso, se houver farmaco livre em solugéio, este pode provocar mudangas
espectrais nos testes cinéticos. Consequentemente, a possibilidade da existéncia de

‘farmaco livre poderia indicar que a técnica de separagio de farmaco nio-encapsulado
(ultrafiltraco) ndo é eficiente. A técnica de ultrafitragio ndo é muito adequada para
algumas composigdes, principalmente se este processo for lento, como 0 nosso caso,
pois a lentiddo pode provocar o deslocamento do farmaco para fora da vesicula. Por
isso, achamos conveniente quantificar a fragéo de farmaco que sai da cela de
- ultrafitragéo, por espectroscopia de absorgdo. Quando a concentragéio fosse quase nula,
poder-se-ia parar o processo (no entanto, quando isso acontece em processos lentos,
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em geral, ndo ha quase farmaco encapsulado).

O experimento 18 foi repetido, monitorando a 4gua de lavagem com espectroscopia

de absorgdo. Apés mais de 7h de lavagem, ainda havia liberagdo de CPT-11 livre, em

concentragio muito baixa. Isso pode indicar que h4 deslocamento do equilibrio para a
| saida de CPT-11 das vesiculas. Com isso, a técnica de ultrafitragio nio aparenta ser
capaz de garantir uma solugdo lipossomal isenta de f&rmaco livre. Portanto, a técnica de
separagao mais adequada para 0 nosso caso ¢ a de centrifugagio em mini-colunas de
cromatografia por exclusdo em gel.

Esta técnica estd baseada no principio de separagéo da cromatografia por exclusio,
onde o processo é acelerado pela centrifugagéo das mini-colunas [Lasic (1993)]. O gel
Sephadex é o material mais usado para a separagio de lipossomas em colunas por
exclusdo em gel. O procedimento & exatamente idéntico a aqueles utilizados para
desalinizacfo e separagio de proteinas, descrito na literatura ha muitas décadas [Stryer
(1995)). No caso especifico de lipossomas, o gel retém substincias com determinadas
massas molares e elui primeiramente os lipossomas. Além da simplicidade e rapidez,
outra vantagem desta técnica é que os lipossomas isentos de farmaco livre podem ser
obtidos praticamente sem diluigéio, ja que o farmaco livre fica retido na coluna, enquanto
que a solugdo de lipossomas é recolhida. Esta técnica foi aplicada nos experimentos 20
az23..

Os experimentos 20 e 21 sdo a repeticdo da primeira formulagio, mas usando a
técnica de separagéo de centrifugagdo de mini-colunas de gel. Tais experimento néo
deram certo, embora soubéssemos que néo havia CPT-11 livre em solugio lipossomal.
Suspeitamos que o anel de lactona de CPT-11 esta localizado na interface externa da
bicamada lipidica, sendo mais suscetivel & hidrélise. Assim, encapsulamos 0 CPT-11 no
cerne aquoso em duas formulagbes: a mesma e a proposta pela Dra. Terry Allen
(experimentos 22 e 23, respectivamente). Em ambos os experimentos, ocorreu a
hidrélise do anel de lactona. Como houve encapsulagio de CPT-11 no cemne aquoso
para ambas as formulagdes, ndo existe a possibilidade do anel de lactona de CPT-11
entrar em contato com o meio externo. Portanto, podemos supor que a hidrélise ocorre
por migragio rapida de prétons.

Para uma maior compreens&o do nosso sistema, a questio de como pode ser
possivel manter um gradiente de prétons em bicamadas lipidicas, como membranas
celulares e lipossomas, tem que ser abordada e discutida em profundidade, desde o
entendimehto dos mecanismos propostos para a migracio de solutos, inclusive os
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prétons, bem como os artefatos utilizados para evitar a migragéo de prétons em sistemas
que utilizam bicamadas lipidicas. Estes assuntos sdo abordados no proximo capitulo.



Capitulo Vi
Migracao de prétons através de bicamadas
lipidicas

Vil.1. Introdugéo

O equilibrio entre a manutengdo e a dissipagdo de gradientes de concentragio
através de membranas celulares é fundamental para o funcionamento de sistemas
bioldgicos [Paula et al. (1996)]. As células dependem de membranas que proporcionam
uma barreira a solutos idnicos, como prétons, ions sédio, potéassio e calcio, de forma a
manter um gradiente de ions necessario para fungdes bioenergéticas, atividade celular
nervosa e processos regulatérios. Por exemplo, processos como fosforilagéio oxidativa e
fotossintética exigem membranas que barram a difusdo passiva de prétons [Paula et al.
(1996)).

Paradoxalmente, as mesmas membranas devem favorecer o fluxo de &gua, oxigénio
e diéxido de carbono, que precisam enirar e sair rapidamente da célula. A propria
bicamada lipidica pode atuar como uma barreira semipermeével para as fungbes
descritas acima, mas a maioria das membranas biolégicas incorporam sistemas de
transporte-éspecializado em suas bicamadas lipidicas para facilitar a captura especifica
de solutos nutrientes tais como a glicose e aminoacidos. Canais de proteinas, bombas
de ions e excrecéio de metabdlitos também podem estar presentes para produzir

44



gradientes de concentragéio idnica e potenciais de membrana caracteristicos de
processos biolégicos [Paula and Deamer (1999)].

Q interesse pela permeabilidade de bicamadas de fosfolipidios para c4tions iniciou—
se no final dos anos de 1960 e inicio de 1970. As cldssicas medidas quantitativas de
migracido de sddio através de bicamadas lipidicas foram realizadas por Dimitri
Papahadjopoulos [Papahadjopoulos (1971)],[Papahadjopouios et al. (1972)]. Em 1971,
ele estabeleceu a permeabilidade para ions potéssio, s6dio e outros cations encontrados
em sistemas bioldgicos em uma variedade de vesiculas de fosfolipidios (lipossomas).
Seus resultados foram confirmados por outros pesquisadores ao longo dos anos [Paula
et al. (1996)),[Brunner et al. (1980)),[Mkheian et al. (1981)], [Singer et al.
(1980)),[Venema et al. (1993)},[Bonting et al. (1977)].

Papahadijopoulos descobriu que a migracéio de cétions divalentes é muitas ordens
de magnitude menor que a de cétions monovalentes. Além disso, quantidades
equimoiares de colesterol e fosfatidilserina (PS) reduzem a permeabilidade para ions
sbdio (Na*) para um tergo do valor de permeabilidade de lipossomas de PS. Em seus
estudos, ele estabeleceu que existem dois fatores biologicamente relevantes que afetam
a velocidade de migragdo de céations: a temperatura e a concentragéo de colesterol nas
bicamadas lipidicas.

Experimentos envolvendo a migragdo de prétons foram realizados a partir do inicio
dos anos de 1980. Atualmente, o coeficiente de permeabilidade a prétons j& esta
estabelecido como 10~° cm/s [Haines (2001)], que é surpreendentemente maior que o
valor de coeficientes para outros cations (~10-'2 cm/s). Apesar da disponibilidade destes
dados, © modelo de permeabilidade passiva ainda ndo estd claramente
compreendido [Paula et al. (1996)].

Embora nao se saiba exatamente como os solutos migram por bicamadas lipidicas,
a grande questdo & saber como se evita esta migracio. A partir da anélise da
composicio lipidica de membranas celulares de organismos vivos, Haines observou que
membranas plasmaticas de células de animais, ricas em colesterol, utilizam gradientes
de Na*, e todos os outros organismos vivos, ricos em fitosterol, usam gradiente de
protons [Haines (2001)]. Com isso, Haines concluiu que o fitosterol pode inibir a
migracéo de prétons e, de forma andloga, gue o colesterol inibe a migragéio de Na*.

Nesie capitulo, discutimos os modelos propostos para a migracdo de solutos,

-inclusive os protons, bem como 0 que se pode ser feito para evitar tal migragdo em
sistemas que possuem bicamadas lipidicas, como membranas celulares e lipossomas.
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| VII.2. Modelos de migracao de solutos

Nesta segdo sdo apresentados os modelos de migragdo de solutos em bicamadas
lipidicas encontrados na literatura. O modelo de solubilidade—difusdc e o modelo de
poros transientes foram propostos com base em dados experimentais, segundo
fundamentos matematicos bem estabelecidos. Recentemente, Haines publicou sua
hipotese para explicar a migragio de prétons em bicamadas lipidicas, contudo sem
validar seu modelo com dados experimentais [Haines (2001)].

VIi.2.1. Modelo de solubilidade-difuséo ®

'O modelo de solubilidade-difusdo estd baseado no fato de que a espécie
permeante deve primeiramente particionar-se na regido hidrofébica da membrana,
difundir-se através dela e deixar a membrana através de sua dissolu¢éo na fase aquosa
do outro lado da bicamada. A Figura 15 descreve o modelo, esquematicamente.

Para simplificar, as propriedades da regido hidrofébica s&o aproximadas aquelas de
liquidos do lipo dleo, como octanol ou um hidrocarboneto de cadeia longa. Tais
propriedades incluem uma constante dielétrica similar ao de hidrocarboneto, que é
assumida a ser constante por toda a parte hidrofobica da bicamada. Além disso,
assume-se que estrutura da bicamada é estatica e possui bordas bem definidas, de
forma que a mudanga de um ambiente hidrofilico para um hidrofébico deve ocorrer
abruptamente. A difuséo através da regido hidrofobica é a etapa lenta do processo.

Figura 15 — Permeabifidade para um soiuto pelo modelo de solubilidade—difusdo [Paula and
Deamer (1999)).

3 Adaptado de [Paula et al. (1996)),[Paula and Deamer (1999)].



No caso mais simples, o coeficiente de permeabilidade para uma particula que
atravessa a bicamada (d) pode ser expressa como:

1

d

onde K é o coeficiente de particdo da espécie permeante entre a 4gua e um
hidrocarboneto liquido comrespondente ao interior hidrofébico da membrana e D
representa o coeficiente de difusdo desta espécie dentro da membrana. Devido 2
solubilidade extremamente baixa de muitos fons e moléculas polares em solventes
hidrocarbonetos, D é desconhecido em muitos casos, com exce¢do da agua. Como
observado por Finkelstein, o coeficiente de difusdo da espécie permeante em 4gua pode
servir de aproximagio razoavel para D [Finkelstein (1987)). A espessura da bicamada é
dada por d, que é igual & espessura da regigo hidrofébica.

O parametro critico na Equagdo 1 é o coeficiente de partigio, relacionado a
constante de equilibrio K, que pode ser calculado através da energia livre de Gibbs (AG)
necessdria para transferir uma particula de uma fase aquosa para uma hidrofébica:

(-4 G)] @

K =CXP[—I_€T_

A energia livre total AG pode ser decomposta em cinco contribuigdes, incluindo
termos eletrostatico, hidrofébico e de interagio especifica:

AG=AG,+AG,+AG,+AG, +AG,, @)

Os trés primeiros termos da Equagio 3 sdo de natureza eletrostatica: AGs
representa a energia de Bom de transferéncia de um ion ou dipolo da 4gua para um
ambiente hidrofébico com baixa constante dieléirica, tal como o interior de uma
bicamada.

O segundo termo, AG: , conhecido como energia de imagem, considera que a
membrana é uma fina matéria hidrofébica cercada por um ambiente aquoso. Embora o
valor numérico de AG, seja apenas um pequena fragdo de AGs , sua contribuicsio para a
energia livre total aumenta com a redugdo da espessura da bicamada e pode ter um
efeito notavel no coeficiente de permeabilidade.

Cdmo muitas bicamadas possuem um potencial de dipolo intemo que favorece a
- particdo de &nions sobre cations na bicamada, seu efeito ¢ incluido pela adigsic de AG,.
A origerri do potencial de dipolo é relacionada a moléculas com dipolo orientado na
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interface da bicamada, sendo a maioria provavelmente grupos de cabecas polares ou
moléculas de 4gua fortemente ligadas.

O termo hidrof6bico AGy considera a energia necessdria para transferir uma
cavidade ndo—carregada com o tamanho de um atomo ou molécula de soluto individual
da agua para a bicamada. AGy é sempre negativa e linearmente proporcional & area da
superficie do soluto. Dependendo do tamanho do soluto, AGk pode contribuir
consideravelmente para AG, podendo cancelar a parcela de AGs no caso de moléculas
grandes.

Finalmente, se a molécula de soluto sofrer interagbes especificas tanto com a agua
quanto com o interior da bicamada, as contribuicdes de energia correspondente séo
conhecidas em termos de AGs.. Exemplos de interagéio especifica sdo ligagbes de
hidrogénio entre moléculas de soluto e agua.

Em suma, os coeficientes de permeabilidade previstos pelo modelo de solubilidade—
difusdo possuem apenas uma moderada dependéncia 4 espessura da membrana ().
Para solutos ndo-carregados sem um momento dipolo significativo, o grafico semi-
logaritmo de P contra d ideaimente deve ser uma linha reta, pois, neste caso, D e K néo
dependem de d. Somente no caso de ions pequenos e dipolos grandes em bicamadas
muito finas, K ser4 afetado pela espessura da bicamada e é esperado um pequeno
desvio da finearidade. No entanto, a influéncia total de d em P permanece
pequena [Paula et al. {1996)].

Vil.2.2. Modelo de poros transientes

Embora o modelo de solubilidade-difusdo seja satisfatério para a maioria de
permeantes, existem alguns solutos para os quais tal teoria falha. Isto acontece em
bicamadas muito finas e onde o permeante é um ion carregado positivamente (como o
potéssio), em lipossomas preparados com dimiristoilfosfatidilcolina {DMPC). Neste caso,
os coeficientes de permeabilidade sdo maiores que os previstos pelo modelo [Paula and
Deamer (1999)].

Para minimizar esta discrepancia, foi sugerido como caminho alternativo a existéncia
de poros transientes hidratados em bicamadas produzidos por flutuagdes térmicas
(Figura 16). Passando pelos poros, 0 permeante pode evitar a barreira de energia de
Born associada com o modelo de solubilidade-difusdo. Além disso, os prétons podem
ser deslocalizados pelos agregados ("clusters”) de 4gua ("water wires") existentes nos
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defeitos que atravessam a membrana. Como este processo é muito mais rapido que a
difusdo, o modelo de poros transientes pode ser usado para explicar a alta
permeabilidade observada para prétons [Pauia et al. (1996)).

Figura 16 — Permeabilidade através de poros transientes hidratados [Paula and Deamer (1999)).

Parsegian mostrou que a energia de um ion localizado em um poro aquoso €
significativamente menor do que a energia do mesmo fon em uma parte hidrofébica da
bicamada [Parsegian (1969)]. Como resultado, a velocidade de permeabilidade é maior.
A questéo é se existe um niGmero suficiente de poros presentes na bicamada tal que a
velocidade de penetragdo dos fons pelos poros possa exceder A velocidade de jons pelo
método de solubilidade e difusdo. Intuitivamente, o método de poros transientes torna—
se uma alternativa atraente conforme a bicamada tende a ficar instavel com a diminuicdo
de sua espessura [Pauia and Deamer (1999)).

O modelo de poros fransientes assume que os permeantes passam por poros
transientes e hidratados, formados por flutuagbes térmicas na bicamada. Poros
hidrofilicos séo considerados ao invés de poros hidrofébicos, dado que sua formagéo é
energeticamente mais favoravel e, portanto, mais provavel. A veiocidade com a qual os
permeantes atravessam a bicamada é relacionada & probabilidade de poros de
tamanhos e profundidades suficientes surgirem na bicamada. A probabilidade de
formagédo de um poro pode, entdio, ser descrita como uma fungdo exponencial de
energia necessaria para formar um poro de uma dada drea e profundidade:

- ~ )
Pz(ouon,Rr)[mﬂ]exp[( klw)]exp[( k;d}]
(R,Ak) k, RT RT
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onde os pardmetros k; e k. s80 as energias necessarias para criar um poro de drea

e profundidade unitdrias na bicamada. Eles sio determinados pelo ajuste de dados

experimentais & Equagéo 4 que pods, entdo, ser usada para comparar coeficientes de
permeabilidade tedricos com os medidos, como uma fungio de pardmetros, como
~ espessura da bicamada e tamanho do soluto {Paula and Deamer (1 999)].

Vil.2.3. Modelo de "cluster—contact” ¢

A teoria "cluster—contact” para a permeabilidade a protons é baseada nas seguintes
hipéleses:

1. A &gua, em meio com baixa constante dielétrica {como de bicamadas lipidicas), forma
pequenos agregados (“clusters”) devido a ligagio de hidrogénio, acima da
temperatura de transicio de fase (T.).

2. Os agregados podem ser protonados ou desprotonados e estabilizados pela
ressondancia de carga (Figura 17).

3. O contato entre um agregado carregado em uma monocamada com outro agregado
com carga oposta de outra monocamada estabelece a transferéncia de préton através
da bicamada lipidica.

Apesar da baixa solubilidade da 4gua em 6leo, as moléculas de agua em bicamadas
lipidicas constituidas por lipidios saturados acima da T. sdo capazes de formar
agregados. Isso ocorre devido a uma compensagio de energia entre a entalpia da
ligagdo de hidrogénio e a entropia de difusdo de moléculas individuais. Célculos
preliminares sugerem que existem cerca de 3 a 4 moléculas de agua por agregado. O
minimo de energia é obtido quando os agregados estio posicionados ao longo das
cadeias acilas dos lipidios. Agregados lineares causam menor perturbacdo nos
movimentos laterais das cadeias acilas e nas conformacgdes.

Sabe-se que cargas em um meio com baixa constante dielétrica $40 mais estéiveis
se forem distribuidas por ressonancia. Portanto, um agregado protonado de molécuias
de dgua é mais estével se a carga positiva deslocalizar através dos vérios atomos de
oxigénios do agregado (Figura 18). Da mesma forma, um agregado desprotonado pode
ser estabilizado por ressonancia. Cada monocamada contém uma razdo entre
agregados de agua carregados positiva e negativamente, refletindo o pH da 4gua que

4 Adaptado de [Haines (2001)].



envolve a monocamada (Figura 18).
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Figura 17 - llustragdo de agregados protonados (esquerda) ou desprotonados (direita) de
moléculas de 4gua. A ressondncia dispersa as cargas, estabilizando o complexo em meio de baixa
constante dielétrica [Haines (2001)].

Em meio com baixa constante dielétrica, os campos entre os agregados carregados
estariam a uma distancia consideravel {(Figura 18). Além disso, a forga de atragdo entre
eles resultaria em colisdo e, consequentemente, na transferéncia de proton de uma
espécie positiva (protonada) para uma negativa (desprotonada) (Figura 18(c)). A cinética
de reagdo é favorecida pela forga de atragdo entre dois ions. A termodindmica do
processo é favorecida pelo desaparecimento da carga em meio com baixa constante
dielétrica. Quando tais colisdes ocorrem entre dois agregados carregados que estio do
mesmo lado da bicamada, nao se observa um efeito consideravel. Todavia, quando tais
colisdes ocorrem entre um agregado protonado em uma monocamada com um agregado
desprotonado da monocamada oposta, existe a transferéncia de préton de um lado da
membrana para o outro e, portanto, ocorre a migragao de préton.
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Figura 18 — Trés modelos para a migragdo transmembrénica de prétons. Nos dois primeiros
diagramas, o proton move~-se de uma monocamada para outra por movimento cinético (k7). No
terceiro diagrama, ¢ agregado protonado (positivo) é atraido pelo agregado desprotonado
{negativo) através do centro da bicamada [Haines (2001)].

VII.3. Discussao

VIL.3.1. Comparagéo entre os modelos de migracéo de solutos em
bicamadas lipidicas

Evidéncias experimentais de que fons e solutos ndo-eletr6litos migram através de
bicamadas lipidicas com velocidades relevantes biologicamente foram obtidas por muitos
pesquisadores [Papahadjopoulos (1871)],[Deamer and Nichols (1989)],[Paula et al.
(1996)},[Haines (2001)]. A partir delas, foram propostos dois modelos moleculares para a
migracdo de permeantes: o modelo de solubilidade—difusic e o modelo de poros
transientes, discutidos nas segbes VI.2.1 e VI1.2.2.

Paula e colaboradores observaram o comportamento dos coeficientes de
permeabilidade para dgua, uréia e glicerol em fungéc da espessura da bicamada lipidica,
reiacionada com o numero de carbonos presentes na cadeia acila (Figura 19) [Paula et
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al; (1 99é)].
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Figura 19 - Dependéncia da permeabitidade (P) para 4gua, uréia e glicerol com a espessura da
bicamada (d). As linhas s6lidas representam os valores calculados pelo modelo de solubilidade—
difusdo e a linha tracejada representa os valores calculados pelo modelo de poros
transientes [Pauia et al. (1996)).

Para tais substancias, a dependéncia moderada de P com d é consistente com o
modele de solubilidade—difusdo. Embora ligeiramente menor que os dados
experimentais, os coeficientes de permeabilidade calculados possuem a mesma ordem
de grandeza. Alem disso, as inclinagdes dos graficos de P calculado em fungéo de d séo
similares as inclinagdes experimentais, apesar de que, para uréia e glicerol, elas sdo
menores. Calculos analogos para solutos ndo—eletrélitos baseados no modelo de poros
transientes mostraram duas incoeréncias. Em primeiro lugar, as permeabilidades
calculadas eram muito pequenas por varias ordens de grandeza. Em segundo lugar, a
dependéncia de P na espessura da bicamada ndo é adequadamente descrita. Tais
fatores sugerem que a permeabilidade para moléculas polares neutras é mais
adequadamente descrita pelo modelo de solubilidade-difusdo do que pela de formagdo
de poros [Paula et al. (1996)].

Para solutos idnicos, os coeficientes de permeabilidade sdo muito menores que os
para pequenos solutos neutros. Uma barreira de permeabilidade maior origina-se
principalmente da energia de Bomn, que € maior e positiva, e causa menor solubilidade
dos ions no interior da bicamada. Em contraste, a contribuigdo da energia de Born para
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néo-eletrélitos somente & importante se a moiécula é relativamente pequéna e possui
um momento de dipolo significativo [Paula and Deamer (1999)].

Para o céiculo de coeficientes de permeabilidade segundo a teoria de solubilidade—

difusdo, é imprescindivel considerar o raio do ion hidratado, dado que o uso de raio do

| ion ndo~hidratado produz valores de coeficientes muito menores do que os obtidos
experimentatimente [Paula and Deamer (1999)).

O modelo de solubilidade—difuséo pode ser muito bem aplicado a anions de haletos
e também para cétions, se a bicamada for espessa (Figura 20). Entretanto, para cations
em bicamadas muito finas, 0 modelo mais adequado é o de poros transientes {Paula and
Deamer (1999)]. Este fato sugere que a permeabilidade através de poros transientes
hidratados em finas bicamadas é preferencial para cétions. Em bicamadas muito finas, a
permeabilidade via processos de solubilidade-difusdao & desprezivel para a migragao
total de ions, embora seja relevante conforme a espessura da bicamada aumenta [Paula
and Deamer (1999)].
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Figura 20 - Coeficientes de permeabilidade para ions potdssio e haletos. As finhas sélidas
representam os valores calculados peio modelo de solubiidade—difusdo, as finhas tracejadas
representam os valores calculados pelo modelo de poros transientes e os pontos correspondem a
dados experimentais [Paula et al. (1996)].

Em conclusdo, o modelo de poros transientes parece ser dominante para ions, mas
somente se a membrana for suficientemente fina. A permeagéo de ions pelo processo de
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solubilidade—difusdo torna-se mais significativa conforme a espessura da bicamada
aumenta, devido a diminuicdo da presenga de poros produzidos por flutuagbes térmicas
~com o aumento da estabilidade. Por outro lado, devido & alta solubilidade em fase
hidrofébica, a permeagéo de moléculas neutras 6 regida exclusivamente pelo modelo de
 solubilidade-difusao, independente da espessura da bicamada [Paula et al. (1996)}.

Uma das observagdes experimentais mais interessantes é o valor do coeficiente de
permeabilidade a protons, que excede em muitas ordens de grandeza o vaior para
outros cations monovalentes. Mas por que isso ocorre? Para responder esta questiio, é
necessario avaliar como os modelos podem ser aplicados para o caso dos prétons.

Em ambos 0s modelos de solubilidade-difusio e de poros transientes, como sdo
considerados os raios dos fons hidratados, as espécies HsO® e HoO. sdo mais
adequadas para representar os prétons. Paula e colaboradores realizaram um
experimento com lipossomas constituidos por PC com cadeias acilas de diferentes
comprimentos [Paula et al. (1996)]. Eles observaram que o modelo de poros transientes
produziu um bom ajuste com os dados experimentais para lipidios com cadeias acilas
curtas e intermediérias, considerando a espécie H,0*. O ajuste foi menos satistatério
para lipidios de cadeia longa, onde o modelo de solubilidade-difusdo produziu
resultados aceitavels, mas somente para a espécie HsO*. No entanto, utilizar ambas as
espécies é uma escolha arbitrdria sem suporte experimental. Portanto, outro modelo
poderia ser criado para explicar a migragio de prétons através de bicamadas
lipidicas [Paula and Deamer (1999)].

Uma possivel hipbtese é que defeitos transientes (poros) ocorrem em todas as
bicamadas lipidicas, onde o nimero relativo de poros depende da espessura da
bicamada [Paula and Deamer (1999)]. Como discutido anteriormente, bicamadas muito
finas possuem um grande nimero destes defeitos, os quais s&o a rota preddminante
para ions como o potassio. Provavelmente, estes defeitos coexistam durante um
intervalo de tempo, sendo que aiguns possuem um curto tempo de vida, durante o qual
~ os ions potassio ndo tém tempo suficiente para atravessar a bicamada. No entanto, os
prétons podem atravessar a membrana por um modelo especial, nio disponivel para
outros cations, que envolve sua deslocalizacio ao longo de agregados de dgua, unidos
por ligagdo de hidrogénio [Paula and Deamer (1999)]. Em 1980, Nichols e Deamer
postularam’ que os protons deveriam movimentar-se ao longo de agregados de agua
contidos em defeitos com curto tempo de vida que atravessam a membrana. Desta
forma, um pr6ton poderia percorrer por estes defeitos com curto tempo de vida, que néo
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podem, em tempo habil, acomodar outros fons inorganicos monovalentes [Nichols and
Deamer (1980)].

Baseado nestes fatos e hip6teses, Haines publicou recentemente sua hipétese para
explicar a migrag@o de prétons em bicamadas lipidicas, sem contudo validar seu modelo
com dados experimentais [Haines (2001)]. Seu modelo é conhecido como modelo de
"cluster-contact”, que assume a formagdo de agregados protonados e desprotonados de
agua no interior da bicamada lipidica e a transfaréncia de préton de um lado da
membrana para o outro, através da colisdo que ocorre entre um agregado protonado em
uma monocamada com um agregado desprotonado da monocamada oposta [Haines
(2001)]. Este modelo ainda nao foi validado e o autor sugere varios experimentos para
testa-lo. Haines acredita que trés tipos de experimentos poderiam evidenciar a inibigao
do movimento de prétons pelo centro da bicamada (Figura 21).
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Figura 21 - Trés modelos possiveis que explicam a hipdtese de “cluster-contact”. O modelo
assume que colisbes de agregados na bicamada podem ser inibidas pela presenca de
hidrocarbonetos no centro da bicamada. Existem trés formas de evitar as colisdes: (a) inibicdo de
formagdo de agregados, evitando a entrada de agua (esterol, hopandide ou tetraimanol); (b}
ramificagbes dos terminais das cadeias acila de lipidios (iso-/anteiso-lipidios); e (c) presenga de
hidrocarbonetos no centro da bicamada (isoprenos: esqualeno, dolicol, ubiquinona) {Haines
(2001}].




O primeiro experimento baseia-se na redugdo da quantidade de 4gua que forma
agregados. Segundo Finkelstein, esterdides inibem a transferéncia de 4gua através de
bicamadas que contém estas substincias [Finkeistein (1987)]. Portanto, lipidios
esterbides como fitosterol, tetraimanol ou hopanéides poderiam inibir a migragdo de
prétons (Figura 21a).

Outra tentativa experimental é empacotar o centro da bicamada com moléculas de
hidrocarbonetos. Isso poderia inibir a colisdo entre agregados de cargas opostas ao
longo da bicamada. Neste experimento, os hidrocarbonetos devem estar situados no
centro da bicamada entre as duas monocamadas [Haines (2001)]. Para tanto, existem
duas alternativas: (1) ramificar com grupos metila ou etila o final das cadeias acilas dos
lipidios (Figura 21b), ou (2) obter um hidrocarboneto que se posicione seletivamente no
plano de clivagem da bicamada (Figura 21c¢) [Haines {2001)]. Para a primeira alternativa,
poder-se-iam usar 0s iso/anteiso-lipidios de bactérias Gram positivas. Estes lipidios
possuem grupos metila na terminagdo da cadeia, que poderiam empacotar melhor a
bicamada e evitar a colisdo entre agregados. A segunda altemativa é dopar a bicamada
com isoprenos. Devido a suas miiltiplas ramificacBes, eles residiriam no centro da
bicamada para nio perturbar a cooperatividade entre as cadeias lipidicas de cada
monocamada. O esqualeno € um exempio.

ViL32. Como diminuir e/ou inibir a migragéo de prétons?

Colesterol

A partir da analise da composigdo lipidica de membranas celulares de organismos
vivos, sabe-se que membranas plasmaticas de animais, ricas em colesterol, utilizam
gradientes de Na‘, e todos 0s outros organismos vivos, ricos em fitosterol, usam um
gradiente de prétons [Haines (2001)]. Com isso, Haines sugeriu que o fitosterol pode
inibir a migragdo de prétons, de forma andloga que o colesterol inibe a migragio de
Na* [Haines {2001)].

Apesar disso, 0 efeito de colesterol na permeacgdo de agua e préton é relevante.
Deamer e Nichols [Deamer and Nichols (1989)] compararam a permeabilidade para agua
de vesiculas de DMPC [Carruthers and Melchior (1983)] e para préton de vesiculas de
PC de ovo [Li et al. (1988)] em fung¢do da porcentagem molar de colesterol (Figura 22).

Ambas as permeabilidades para dgua e para proton foram reduzidas de forma
similar, embora os resultados fossem obtidos com fosfolipidios possuindo diferentes
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composig¢bes de cadeia acila. As restrigbes rotacionais em cadeias acilas, sugerem que o
colestero! induz um empacotamento lateral dos fosfolipidios, bem como a si mesmo, haja
visto que a area total ocupada peio colesterol e fosfolipidios  menor do que a soma das
areas individuais ocupadas [Haines {2001)].

Deamer e Nichols {ambém observaram que existe a evidéncia de que as
permeabilidades para 4gua e para préton estdio correlacionadas sob certas
condigdes {Deamer and Nichols (1989)]. Por exemplo, Elamrani e Blume compararam as
permeabilidades para préton e para agua de lipossomas acima e abaixo da Tn e
observaram que os coeficientes de permeabilidade para ambos aumentaram duas
ordens de grandeza em fase liquido—cristalina [Elamrani and Blume (1983)]. Ou seja, a
permeabilidade a prétons é menor em temperaturas abaixo da Th.

PERMEABILIDADE

020 3% &% wm
COLESTEROL (MOL %)

Figura 22 — Efeito da adigéo de colesterol na permeabilidade de lipossomas para 4gua (®) e para
protons (A). Os dados para 4gua foram retirados de Carruthers e Melchior {Carruthers and
Melchior (1983)] e para préton de Li et al. [Li et al. (1988)]. Os lipidios s30 DMPC (4gua) e PC de
ovo (préton). A escala de permeabilidade para prétons é de 10 [Deamer and Nichols (1 989)].

Experimentos de Haines

De acordo com o modelo de "cluster—contact” proposto por Haines, trés tipos de
experimentos poderiam mostrar a inibigdo do movimento de prétons pelo centro da
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~ bicamada (Figura 21) [Haines (2001)]. O primeiro experimento baseia-se na diminuigéo
da quantidade de agua que forma agregados, através do uso de lipidios esterdis como
fitosterol, tetraimanol ou hopanédides. Os outros experimentos estio baseados no
impedimento de colisGes entre agregados de 4gua, a partir do uso de substancias como
lipidios com cadeias acilas ramificadas com grupos metila ou efila (como iso/anteiso-
lipidios de bactérias Gram positivas) ou como moiéculas de hidrocarbonetos (como
isoprenos) [Haines (2001)].

Seres procariontes acidofilicos e alcalifilicos precisam manter uma forga-motriz de
protons para sintetizar ATP. Provavelmente, o bloqueio de migragdo de protons &
mantido pela presenga dos iso/anteiso-lipidios em suas membranas plasmaticas [Haines
(2001)}, que possuem ramificagdes, como podem ser vistas na Figura 23a.

/k/W\/\N\iOR
1so-e
/\r\/\/\/\N\iOR
Anteisolipidios
a

ArAh s~y

Esqualeno de alcalifilos
b.

Diplopteno Diplopterol
Hopanéides de acidéfilos
c.

Lipidic de arquebactérias
d.

Figura 23 - Substéncias supostas de inibir a migragéio de prétons em bicamadas: (a) Iso—/anteiso—
lipidios presentes em ambos organismos acidéfios e alcalifilos; (b) Esqualeno presente em
aicalifilos; (c) Hopanéides presentes em acidéfilos; (d) Fosfolipidios encontrados em
bactérias [Haines (2001)).
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Hopanéides e tetraimanol (Figura 23) s&o produzidos anaercbicamente a partir do
esqualeno. Eles possuem vérios anéis, como esterdis, que s3o posicionados proximos
aos grupos de cabega polar de uma monocamada [Haines (2001)]. S&0 encontrados
quase que exclusivamente em membranas que possuem grande gradiente de prétons.
Niveis baixos de hopantides sdo encontrados em bactérias acidéfilas Gram positivas,
que possuem iso/anteiso-lipidios (B. acidocaldarius e B. acidoterrestris). A evidéncia de
que hopandides podem inibir a migracdo de protons surgiu apés se observar um
aumento da concentragdo de hopanbides na membrana destas bactérias quando
submetidas a um pH menor e uma temperatura maior [Haines (2001)].

Esteris com ramificagfes nas cadeias laterais, como o fitosterol, somente sio
encontrados nas membranas plasméticas de organismos que usam gradiente de prétons
[Haines (2001)]. Além de grupos metila ou etila localizados no carbono 24 (C24), tais
ester6is geralmente tém uma insaturagéio do tipo trans no carbono 22 (G22) (Figura 24).

Em seus estudos sobre a estrutura cristalina do colesterol, Duax e colaboradores
perceberam uma consideravel flexibilidade conformacional na cadeia lateral [Duax et al.
(1980)). Conformagdes Gauche, que posicionam a terminagao dimetila longe do centro
da bicamada, foram encontradas para cada ligagio, exceto para a ligagdo exo ac anel D
(Figura 24). Em fitosterol, a dupla ligagdo trans em C22 aparentemente contrai a cauda,
empurrando a ramificagio de C24 e a tferminagio dimetila para o centro da
bicamada [Haines (2001)]. De acordo com 0 modelo de "cluster-contact", os fitostertis
inibem a migragédo de prétons por dois modelos: (1) os anéis de esterdis que se situam
perto dos grupcs de cabega polar impediriam a entrada de agua na bicamada e,
consequentemente, a formagdo de agregados; e (2) o empacotamento do centro da
bicamada pelas ramificagdes inibiria mecanicamente o contato entre agregados [Haines
(2001)].

Eucariontes possuem surpreendentemente altos niveis de isoprenos e suas
membranas plasmaticas apresentam um gradiente de prétons. Os isoprenos
predominantes nestes organismos séo dolicol, ubiquinona e plastoquinona (Figura 25).
Outros isoprenos como caroteno e luteina geralmente contribuem com 5% (molmol)
para as bicamadas lipidicas. Medidas de RMN e espathamento de néutrons indicaram
que o dolicol esta localizado no centro de bicamadas de fosfolipidios
sintéticos [Valtersson et al. (1985)). Em lisossomas, nos quais 0 pH é muito baixo, a
presenga de isoprenos no centro da bicamada, separando as duas monocamadas,
servina para manter o gradiente de prétons nestas organelas [Haines (2001)).



(a)

(b)

()

Figura 24 - (a) Estrutura de colesterol encontrada em membranas que possuem gradiente de Na'.
{b) Alguns fitosteréis tipicos presentes em membranas de organismos eucariontes que possuem
gradiente de prétons. (c) Conformagdes da cadeia lateral de colesterol observadas em estruturas
cristalinas. Os nimeros entre parénteses indicam o niimero de cristais para cada conférmero. As
setas representam conformagtes Gauche [Haines (2001)].
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Figura 25 - Estruturas de alguns isoprencs: (a} ubiquinona; (b) plastoguinana; ¢ (¢} dolicol [Haines
{2001)}.

Sacarose, trealose e PEG

Qutros compostos que podem diminuir a quantidade de agua presente nas
bicamadas lipidicas sdo a sacarose, a treaiose e 0 PEG. Eles sd0 capazes de desidratar
a interface lipidica, induzindo um aumento do empacotamento das bicamadas e,
consequentemente, diminuindo a permeabilidade da vesicula. De acordo com métodos
calorimétricos e de difragdo de raios-X, cerca de 18 a 24 moléculas de &gua estdo
associadas as fosfatidilcolinas, dependendo se os lipidios sdo estabilizados como
vesiculas grandes ou pequenas, contribuinde para a espessura da bicamada e, portanto,
para a barreira de permeabilidade [Luzardo et al. (2000)},[Diaz et al. (1999)]. Quando
lipidios anidros s&o hidratados, as primeiras quatro ou cinco moléculas de agua
conferem mobilidade a cabega polar, &s partes glicerol e carbonila. Esta agua esta
localizada ao redor de grupos fosfato, coma observado por Hilbner e Blume, a partir de
medidas espectroscépicas na regido do infravermelho [Hiibner and Blume (1998)].

A polarizagdo de moléculas de dgua na interface lipidica tem sido visualizada a partir
de simulagdes de dindmica molecular. Em um excesso de agua, a primeira camada de
moléculas de agua, que interagem por ligagao de hidrogénio com as cabecas polares da
membrana, é polarizada, possuindo a segunda camada uma orientagio ndo-
preferencial. Tal agua polarizada ndo é afetada pela neutralizagdo de dipolos
correspondentes aos grupos carbonila ou pela sacarose. Em contrapartida, a trealose
decresce 0 potencial de dipolo, sendo uma conseqiéncia do deslocamento da agua
polarizada [Luzardo et al. (2000)).

Luzardo e colaboradores descreveram a estrutura de hidratacdo da interface da
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'bicaniada Hpidica, como sendo composta por trés ou quatro moléculas que sdo
deslocadas por sacarose ou trealose de forma coligativa e que nio sao polarizadas; sete
moléculas de agua fortemente ligadas as carbonilas que s&o deslocadas apenas por
trealose e sd0 polarizadas, principalmente nas carbonilas; sete moléculas de 4gua muito
~ fortemente ligadas aos fostatos que podem ser substituidas por sacarose ou trealose se
a desidratagdo for extremamente drastica, como no caso de liofilizago [Luzardo et al.
(2000)]. Assim, a sacarose é capaz de desidratar 4 moléculas de dgua da bicamada
lipidica e a trealose, 11 moléculas. De acordo com os trabalhos destes autores, a
trealose parece ser capaz de intercalar entre as cabegas polares dos fosfolipidios, como
sugerido pela interagdo com as carbonilas. Resultados anteriores mostraram que a
trealose pode agir como espagador entre lipidios, aumentando a area por molécula. Os
autores sugerem que algumas moléculas de agua podem ser polarizadas na carbonila
sn-2 (Figura 26). Entretanto, deve ser considerado que a trealose pode intercalar no
plano da membrana, ligando-se & carbonila sn—-1. Johnston e colaboradores mostraram
que monocamadas de fosfolipidios em fase aquosa séo expandidas lateraimente quando
trealose é adicionada a subfase [Johnston et al. (1984)].

(

:bﬁ}m—"% m%%
\/\E"\i’ Opo, -

sn¥

Interior da reglio fane
bicameds | interfacial da | aquoss
Hpidics mambrans

Figura 26 — Molécula de fosfatidilcolina e a orientagdo dos grupos carbonila sn-1 e sn-2. A figagao
de hidrogénio da carbonila sn-2 com aglcar ou 4gua est4 indicada [Diaz et al. (1999)].

A conformagéo de grupos fosfato é determinada pelas primeiras quatro ou cinco
moléculas de 4gua. Além disso observa-se que quando o quantidade de &gua na
amostra é menor que 0,2 moles de 4gua por mol de lipidio, a trealose & capaz de
deslocar a freqléncia do estiramento anti-simétrico da ligagdo P=0O para valores
menores, sugerindo que este agicar pode formar ligagédo de hidrogénio na auséncia de
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4gua. Em condigbes de extrema desidratagéo, a sacarose pode também interagir via
ligacdo de hidrogénio com os fosfatos. Estes fatores podem ser a explicagio do porqué
ambos os aglcares sdo compardveis em termos de eficiéncia no procedimento de
liofilizagdo [Luzardo et al. (2000)]. No entanto, Crowe e Crowe descobriram que trealose
€ muito mais eficiente que sacarose em preservar vesiculas sonicadas, mas que ambos
sao similares para vesiculas extrudadas [Crowe and Crowe (1988)].

Segundo resultados obtidos por FTIR, como sacarose nédo produz uma diminuigio
na freqliéncia dos grupos carbonila de DMPC e néo afeta o potencial de dipolo, as
quatro molécuias de agua deslocadas pelo aglicar n&o sdo polarizadas. A sacarose
possui um efeito na freqiiéncia de vibragdo das carbonilas que é qualitativamente
diferente do efeito da trealose e, além disso, é diferente para as duas populagdes.
Pode-se supor que o grupo sn-1 néo é acessivel 4 sacarose, devido & sua localizagéo
na interface da bicamada (Figura 26). Portanto, nenhuma intercalagdo de sacarose e
expansdo de drea deve ser esperada. A populagio de carbonilas sn-2 é deslocada a
altas freqliéncias, ou seja, 0 oposto ac gque ocorreria com o aumento da hidratagéo.
Portanto, a agio osmética da sacarose promove a desidratagio de uma parte da
populacdo de carbonilas, provavelmente as expostas & agua na posigéo sn-2. O ligeiro
aumento do potencial de dipolo sugere que 0 efeito da sacarose pode aumentar o
empacotamento da regido interfacial, aumentando, portanto, o nimero de dipolos por
unidade de 4rea [Luzardo et al. (2000)].

Os modelos de agdo da trealose e da sacarose sdo totalmente diferentes,
provavelmente devido a distribui¢éo estereoquimica dos grupos OH destes aglcares nas
posicbes equatorial e axial. No entanto, em condigles drasticas, sob as quais a 4gua é
completamente retirada, ambos o0s agicares podem possuir similares agbes protetoras.
Assim, pode-se inferir que o potencial de dipolo de uma membrana lipidica pode ser
modulado conforme o deslocamento seletivo de moléculas de agua por aglcares que
possuam uma distribuicao espacial especifica de OH e que interajam com as carbonilas
da interface lipidica [Luzardo et al. (2000)].

Como a sacarose, o PEG também possui uma caracteristica de retirar 4gua da
interface lipidica. Arroyo e colaboradores verificaram que o PEG induz um aumento do
empacotamento das bicamadas lipidicas quando homogeneamente distribuido dentro e
fora da vesicula, devido & agao de desidratagio da bicamada, provavelmente da regifo
- da cabega polar [Arroyo et al. (1998)].

Com todas estas informagdes, é possivel concluir que o primeiro experimento (CPT-
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11:LUV) realizado conseguiu manter um gradiente transmembranico de pH, devido &
presenca de sacarose e de PEG (proveniente de DSPE-PEG 2000). Devido a
capacidade de desidratar a interface lipidica de vesiculas, ambos os compostos
possiveimente proporcionaram um maior empacotamento da bicamada, possibilitando,
assim, a existéncia de um gradiente transmembranico de pH a 19°C.

Cardiolipina e fosfatidiiglicerol em mitocondrias

Considerando sistemas que possuem um gradiente de prétons, a mitocdndria é uma
organela que possui uma membrana interma capaz de evitar a migragio de
prétons [Stuart et al. (2001)),[Matsko et al. (2001)]. Entretanto, 0 modelo pelo qual este
gradiente é mantido ainda n&o & bem compreendido. Stuart e colaboradores sugerem
que os fosfolipidios e as proteinas existentes na membrana interna da mitocondria sdo
importantes no processo de transferéncia de prétons [Stuart et al. (2001)). A cardiolipina
(difostatidilglicerol) é a espécie mais abundante encontrada na membrana interna desta
organela.

Além de cardiolipina, a mitocdndria possui em sua membrana interna ceramida,
fostatidiletanolamina, fosfatidiicolina e fosfatidilglicerol (PG), sendo este presente em
quantidade consideravel, por ser o precursor da biosintese de cardiolipina. Segundo
Matsko e colaboradores, a mitocdndria possui poros conhecidos como poros de
transicdo de permeabilidade [Matsko et al. (2001)]. Estes pesquisadores realizaram um
estudo de apoptose de mitocdndrias e descobriram que, durante este processo, estes
poros abrem-se conforme ocorre a perda de cardiolipina e, principalmente, de grande
quantidade de PG, bem como o aumento da concentragdo de ceramida na membrana
mitocondrial. Desta forma, pode-se supor que PG e cardiolipina estejam relacionadas
com 0 mecanismo de abertura dos poros da bicamada lipidica de mitocOndrias e,
. consequentemente, com 0 mecanismo de manutengéo de um gradiente de protons.

Lipidios de mielina

Em contraste com a maioria dos substratos lipidicos, em 1994, Diaz e Monreal
mostraram que lipossomas preparados com lipidios extraidos de mielina exibem uma
desprezivel permeabilidade a prétons, como determinada pelas mudangas na
fluorescéncia da sonda 9-aminoacridina [Diaz and Monreal (1994)].

A sonda fluorescente 9-aminoacridina (9AA) é um indicador fluorescente de pH, que
sofre supressdo de fluorescéncia quando presente em meio &4cido, devido 4 sua
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protonagéo (pw.=4,53). Desta forma, esta sonda foi utilizada para monitorar a acidificagao
do cemne aquoso dos lipossomas (Figura 27). Lipossomas LUVs preparados em 200mM
de KCl, pH 7,75, foram dilufdos 100 vezes em um meio de pH idéntico, mas contendo
200mM de cloreto de colina, ao invés de KCl, e 6uM de 9AA, que facilmente é
incorporada pelas vesiculas. Em seguida, foi adicionado 1uM de valinomicina, que
favorece a difusio de fons potéssio (K*) através da membrana para meios pobres neste
ion, para o estabelecimento de um equilibrio de K*, gerando um potencial de membrana
(A¥). Neste caso, houve a geragédo de potencial de difusdo de potissio de —118mV
(negativo no interior da vesicula). A valinomicina somente resultou em um pequeno
decréscimo da fluorescéncia da sonda, como pode ser visto na Figura 27.
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Figura 27 - Fluxo de prétons em bicamadas lipidicas de lipossomas preparados a partir de lipidios
de mielina, usando a sonda fluorescente 9AA (Q=I/l;; Time=tempo) [Diaz and Monreal (1994)].

Ap6s a geracéo deste potencial, na auséncia de outros contra-ions permeantes &
membrana, os protons entram no espago intravesicular, se houver caminhos (ou poros)
na membrana, por onde os prétons possam migrar. Estes caminhos sio favorecidos pela
adicdo do iondforo® de prétons carbonil-cianeto p-triflucrometoxifenithidrazona,
conhecido por FCCP (4uM), que induz a permeagdo de prétons em lipossomas. A adigao
de FCCP causou uma rapida supressdo de fluorescéncia da sonda, indicando uma
abrupta acidificacio do compartimento inteno dos lipossomas. A fluorescéncia original
foi rapidamente restabelecida com a adigdo de metilamina a 10mM, que colapsa o
gradiente de pH, ou com KCI 5mM, que modifica o equilibrio entre K* e H*.

5 londforo: é um compasto que facilita a transmissdo de um ion através da bicamada lipidica,
pela combinagéo com o fon ou pelo aumento da permeabllidade da bicarada lipidica.



Outros experimentos foram realizados com o intuito de testar a permeabilidade a
préotons em resposta ac estabelecimento de um gradiente de pH entre os meios intra- e
extravesicular (permeabilidade ndao-ohmica a prétons), monitorando a fiuorescéncia de
9AA, como mostra a Figura 28.
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Figura 28 - Monitoramento da permeabliidade a prétons de lipossomas LUV preparados com
lipidios de mielina em diferentes ApH, a partir da sonda fluorescente 9AA (Q=lio;
Time=tempo) [Diaz and Monreal (1994)].

Uma aliquota de LUVs preparado em tampado HEPES a 10mM, MES a 10mM,
contendo cloreto de coiina a 12mM, pH 5,72, foi adicionada a uma cubeta de quartzo
que continha 2mL do mesmo tampZo com pH variando de 5,72 a 8,74 (ApH, 0-3,03), e
6uM de 9AA (Figura 28). Isso resultou em uma rapida supressao da fluorescéncia inicial,
cuja magnitude foi dependente do ApH imposto. A partir da Figura 28, pode-se observar
que quanto maior o ApH imposto, mais rapida é a migragdo de SAA para o interior da
vesicula. Apds a supresséao inicial, uma est4vel linha de base foi obtida, mesmo para o
maior valor de ApH. Este fato indica que o gradiente de pH (ApH) permanece estével, ou
seja, que ndo existe efluxo substancial de prétons do meio intravesicular (acido) para o
meio externo.

Os autores observaram que o didmetro das vesiculas aparenta ser critico na
manutencgio de gradientes de pH, jA que vesiculas SUV apresentaram permeabilidade a
protons muito maior que vesiculas LUV e MLV.

Os autores acreditam que esta inesperada baixa permeabilidade a protons seja
devida 4 composigio lipidica da mielina, que possui altas quantidades de colesterol e
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esfingolipidios e baixos niveis de acidos graxos. Também podem contribuir para a baixa
permeabilidade a prétons outros fatores pertinentes & composigio da mielina, como a
auséncia de proteolipidios, a presenga de quantidades elevadas de cerebrosidios e
pequenas de glicoesfingolipidios (como gangliosidios), e a espessura incomum das
bicamadas lipidicas de mielina, devido & presenga de quantidades substanciais de
esfingolipidios com longas cadeias acilas. A peculiar e caracteristica composigéo lipidica
da matriz de mielina aparenta ser responsével pela baixa permeabilidade dos lipossomas
a prétons, um fato que sugere que, em mielinas, somente as proteinas séo capazes de
transportar prétons através da membrana, como foi comprovado no trabatho destes
mesmos autores [Diaz et al. (1996)].

A andlise qualitativa da composigéo lipfdica da matriz de mielina indicou a presenga
das seguintes substancias: esfingomielina, PC, PS, Pl, cardiolipina, PA, PE,
cerebrosidios, cerebrosidios ligados a 4cidos graxos, monooleina, colesterol. Na
verdade, neste trabalho ndo foi possivel identificar qual ou quais lipidios s&o
responsaveis pela baixa permeabilidade a prétons de lipossomas preparados com
extrato lipidico de mielina. Na realidade, a combinag&o de todos os lipidios presentes na
mielina pode ser responsével por esta caracteristica.

E importante ressaltar que o trabalho de Diaz e Monreal [Diaz and Monreal (1994)] é
0 Unico da literatura a demonstrar a preparagio de lipossomas que conseguem manter
um gradiente transmembranico de prétons.

Considerac¢des finais

Nesta secéo, vimos que o uso de substéncias como esterdis (colesterol, ergosterol,
hopanéides), lipidios com cadeias acilas ramificadas, isoprenos {caroteno, dolicol,
ubiquinona), agicares como sacarose e trealose, PEG, cardiolipina e fosfatidilglicerol,
bem como o uso de temperaturas menores que a Tn, podem favorecer a manutengéio de
um gradiente de prétons por longo intervalo de tempo em bicamadas lipidicas de
membranas celulares e de lipossomas. Apesar deste rol de substincias, nio ha
trabalhos na literatura que comprovem que eles possam manter um gradiente de
prétons, sendo mera especulacdo. Somente existe o trabalho de Diaz e Monreal [Diaz
and Monreal (1994)], que utiliza lipidios de mielina na preparagéio de lipossomas que
conseguem manter um gradiente transmembrinico de prétons, embora os autores
‘desconhegam qual ou quais lipidios s&o responséveis pela baixa permeabilidade a
prétons.



O trabalho de Diaz e Monreal foi realizado considerando experimentos bem
elaborados e criteriosos, e, pela sua relevancia, deve ser usado como artigo de
referéncia para o nosso trabalho.

O proximo capitulo mostra a aplicagio de alguns destes compostos na nossa
formulacéo lipossomal e quais suas conseqiéncias.
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Capitulo Vil
Lipossomas e gradiente transmembranico
de pH: sucesso experimental

O grande desafio em nosso trabalho é como manter o composto CPT-11 na forma
lactona em lipossomas estericamente estabilizados a 37°C, a partir da permanéncia de
um gradiente transmembranico de pH em um longo intervalo de tempo.

Existem trabalhos na literatura [Sadzuka et al. (1997)LiColbern et al.
(1998)},[Working et al. (1999)] sugerindo que a encapsulagio de Camptotecina e seus
derivados, como CPT-11, em lipossomas estericamente estabilizados, pode evitar a
ocorréncia de hidrolise do anel de lactona. Os trabalhos de Burke [Burke and Gao
(1994)] e Sadzuka [Sadzuka et al. (1997)] sdoc muito relevantes para o estudo destes
farmacos em lipossomas, mas seus procedimentos de quantificagdio da forma lactona
ndo s@o confiaveis, pois envolvem a suspensdo dos lipossomas em meio 4cido,
tavorecendo o deslocamento do equilibrio para a forma lactona.

A néo ocorréncia de hidrélise foi comprovada neste trabatho através do estudo da
cingtica de hidrolise de CPT-11 encapsulado em lipossomas estericamente
estabilizados, constituidos por DSPC, DSPE-PEG 2000 e colesterol, a 19°C.
Infelizmente a 37°C a velocidade de hidrélise é muito grande. Segundo dados sobre
medidas de grau de anisotropia, sabe-se que a hidrélise do anel de lactona em
lipossomas ocorre a 37°C devido & migracédo de prétons do cerne aquoso para a solugdo
externa, n&o sendo possivel manter um gradiente transmembranico de pH.
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Muitos experimentos foram realizados com o intuito de obter uma formulagéo que
mantivesse este gradiente, mas nenhum experimento obteve 0 mesmo sucesso que a
primeira formulagao.

No capitulo anterior (Vil), vimos que 0 uso de substincias como esteréis (colesterol,
ergosterol, hopandides), lipidios com cadeias acilas ramificadas, isoprenos (caroteno,
dolicol, ubiquinona), aglicares como sacarose e trealose, PEG, cardiolipina e
fosftatidilglicerol, bem como o uso de temperaturas menores que Tn, podem favorecer a
manuteng¢do de um gradiente de prétons por longo intervalo de tempo em bicamadas
lipidicas de membranas celulares e de lipossomas.

Com isso, de acordo com os experimentos realizados anteriormente, descritos no
Capitulo VI, e com as hip6teses descritas no Capftulo VII, foram realizados outros
experimentos, envolvendo ergosterol, cardiolipina, fosfatidilglicerol e outras
concentracbes de colesterol, com o objetivo de obter um sistema capaz de manter um
gradiente de prétons, conforme mostra o Esquema 3.

O experimento 01 foi realizado para verificar 0 uso de apenas 30% (porcentagem
molar) de colesterol, pois, conforme citado no Capitulo VII, esta quantidade de colesterol
aparenta produzir simuitaneamente baixas permeabilidades para prétons e para dgua e,
consequentemente, menor transferéncia de prétons através dos agregados existentes
na bicamada [Haines (2001)]. Apesar deste fato, este sistema n&o foi capaz de evitar a
hidrélise réapida de CPT-11.

O experimento 02 envolveu o uso de ergosterol (um tipo de fitosterol), baseado nas
suposicoes de Haines sobre o mecanismo de migragdo de prétons [Haines (2001)].
Infelizmente, também o ergosterol usado nestas condigbes ndo conseguiu minimizar a
hidrélise do anel de lactona, apesar de constatarmos que a velocidade de hidrdlise foi
menor (dados ndo mostrados) que a verificada no experimento 01.

O experimento 03 foi realizado com a adigdo de cardiolipina na composigdo dos
lipossomas. Da mesma forma que 0s experimentos anteriores, esta formulagdo nio
diminuiu a velocidade de hidrélise de CPT-11. Além de cardiolipina, mitocdndrias
possuem, em sua membrana intema, ceramida, fosfatidiletanolamina, fostatidilcolina e
fosfatidilglicerol (PG), sendo este presente em quantidade consideravel, por ser o
precursor da biosintese de cardiolipina. Segundo Matsko e colaboradores, a mitocondria
possui poros conhecidos como poros de transicdo de permeabilidade [Matsko et al.
-{(2001)]. Estes pesquisadores realizaram um estudo sobre a apoptose de mitochndrias e
descobriram que, durante este processo, estes poros abrem-se conforme ocorre a perda
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de cardiolipina e, principalments, de grande quantidade de PG, bem como 0 aumento da
concenirag@o de ceramida na membrana mitocondrial. Desta forma, podemos supor que
PG e cardiolipina estejam relacionadas com o mecanismo de abertura dos poros da
bicamada lipidica de mitoc8ndrias e, consequentemente, com o mecanismo de
manutengéo de um gradiente de prétons. Portanto, o uso de DSPG em nosso sistema
poderia ajudar a evitar a hidrblise de CPT-11.

tampéc lactato (pH4) | 5 fo1]
com 10% sacarose
(CPT-11 no ceme aq.)

. 3

{CPT-11 no ceme aq.)

64% : 6% : 20% : 10%
7mM
tampdo lactsto (pH4) |,
corm 10% sacarose
(CPT-11 no ceme aq.)

37% . 5% :20% : 38%
7mM
tampéio lactato (pH 4) Ly,
com trealose 30mM
{CPT-11 na bicamada)

L > B

(CPT-11 na bicamada)

87% : 5% 1 22% 1 36%

(CPT-11 na bicamacda}

Esquema 3 - Fluxograma dos experimentos realizados. As proporgdes indicadas correspondem a
porcentagens molares.

Com a aquisigio de DSPG (doado pela Genzyme Pharmacsuticals) e de frealose,
foram preparados os experimentos 04 e 05, conforme a formulagdo de
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Sadzuka [Sadzuka et ai. (1997)], que utiliza DMPG, mas usando concentragio de lipidios
de 7mM e a presenca de trealose. Apesar do uso de DSPG combinado com trealose, no
experimento 04 o ergosterol nao foi capaz de evitar a hidrélise rapida de CPT-11.
Entretanto, os testes de cinética de hidrolise para o experimento 04 (usando DSPC,
DSPE-PEG, DSPG, colesterol em tampdo com trealose) mostraram um resuitado
diferente dos obtidos anteriormente, como pode ser visto na Figura 29.
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Figura 29 - (a) Espectros de emissio de flucrescéncia resolvidos e (b} perfis da intensidade média

de fluorescéncia em fungéo do tempo das formas lactona (—) e carboxilato (- =) de CPT-11:LUV

(experimento 05 do Esquemna 3}, em tamp&o HEPES (pH 7,4) a 0,010mol/L com trealose 30mM, a
37°C.

O gréfico de perfis de intensidade média de fluorescéncia em funcdo do tempo
indica que a forma lactona permaneceu com fluorescéncia constante ao longo de
240min, embora a fluorescéncia da forma carboxilato s6 tenha aumentado. Este
resultados n&o eram esperados, pois a fluorescéncia da espécie lactona deveria diminuir
e da forma carboxilato deveria concomitantemente aumentar, se ocorresse hidrélise.
Caso houvesse estabilizagdo da forma lactona, sua fluorescéncia deveria permanecer
aita. Com estes resultados, podemos supor que realmente ocoreu estabilizagdo da
forma lactona, presente nas bicamadas lipidicas em grande concentragio e, por isso,
houve supressdo da fluorescéncia devido & alta concentracdo; e paralelamente, o
aumento- da fluorescéncia da forma carboxilato esta relacionado com a entrada desta
espécie, posicionada na bicamada mas préxima a interface da vesicula, para o interior
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da bicamada, aumentando a fluorescéncia, devido 2 menor supressao. A

A suposigdo de que a espécie carboxilato entrasse mais para o interior da bicamada,
~ OU seja, ficasse mais afastada da interface, foi comprovada através de medidas de
condutividade. Neste experimento, houve a diminuicdo da densidade de cargas da
superficie dos lipossomas em fungiic do tempo, indicando a entrada da espécie
carboxilato {carregada negativamente) para o interior dos lipossomas. Com isso, apenas
faltava comprovar a estabilizagio da forma lactona.

Antes de realizar um experimento para comprovar o que acontecia com a forma
lactona nos lipossomas da formulagdo 05, foram preparadas duas outras formulagbes
(experimentos 06 e 07), usando sacarose no tampao e alta concentragdo de lipidios.
Estes dois experimentos apresentaram resultados semelhantes aos graficos da Figura
29.

A suposigéo de que a forma lactona mantivesse estavel, presente nas bicamadas
lipidicas em grande concentragdo, foi avaliada a partir de experimentos sobre
permeabilidade a prétons, baseados nos resultados com lipossomas de mielina [Diaz
and Monreal (1994)], citados no Capitulo VII.

Conforme mencionado no Capitulo VIi, a sonda fluorescente 9—aminoacridina (9AA)
6 um indicador fluorescente de pH, que sofre supressdo de fluorescéncia guando
presente em meio acido, devido & sua protonagio. Desta forma, esta sonda foi utilizada
para monitorar a acidificagéio do ceme aquoso dos lipossomas.

Foram realizados dois ensaios experimentais: a primeira formulagéo envolveu a
preparagdo de lipossomas (vazios) LUV, compostos por DSPC:DSPE-
PEG:DSPG:colesterol na porcentagem molar 36%: 5%: 23%: 36%, em tampao lactato
(pH 4,12) 10mM com sacarose 10% (m/v) (Figura 30); a segunda formulagéo lipossomal
foi composta por DSPC:DSPE-PEG:DSPGicolesterol a 36%: 5%: 21%: 38% de
porcentagem molar, em tampao lactato (pH 4,16) 10mM com trealose 30mM (Figura 31).
As solugbes tampdo usadas em ambos os experimentos foram preparadas com os
- respectivos aglicares.

As Figuras 30 e 31 mostram que estes lipossomas, independentemente do agucar
usado, conseguiram manter um gradiente de pH, como no experimento de Diaz e
Monreal, usando lipossomas de mielina [Diaz and Monreal (1994)].

Em ambas as Figuras, existe uma rapida supressio da fluorescéncia inicial, cuja
magnitude foi dependente do ApH imposto, que quanto maior, mais rapida é a migragédo
de 9AA para o interior da vesicula {observada pela inclinagio da curva de supressao).
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Apés a supressio inicial, uma linha de base estavel foi obtida, mesmo para o maior valor

de ApH. Este fato indica que o gradiente de pH (ApH) permanece estével, ou seja, que
néo existe efluxo substancial de prétons do meio intravesicular {mais 4cido) para o meio

externo (menos 4cido).

elpyd) v

Prerimes ADH = 3,26 -

PRSI ST S SENPUN NP B SRR
100 200 300 400 500 600 700

Tampo (s}

Figura 30 ~ Monitoramento da permeabilidade a prétons de lipossomas LUV, preparados com
DSPC, DSPE-PEG, DSPG, colesterol em tampio lactatc contendo sacarose 10% (miv}, em

diferentes ApH, a partir da sonda fluorescente 9AA, de acordo com o experimento citado em [Diaz
and Monreal (1894)], a 37°C, por 5508, Ae:=400nm € Aem=455nm. O pH das solugdes foram 4,12
{apH=0), 6,50 (ApH=2,38) e 7,38 (ApH=3,26).
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Figura 31 - Monitoramento da permeabilidade a prétons de lipossomas LUV, preparados com
DSPC, DSPE-PEG, DSPG, colesterol em tampao lactato contendo trealose 30mM, em diferentes

ApH, a partir da sonda fluorescente 9AA, de acordo com o experimento citado em [Diaz and
Monreal (1994)], a 37°C, por 5305, Aex=400nm € A.=455nm. O pH das solugdes foram 4,16
(ApH=0), 6,43 (ApH=2,27) e 7,34 (ApH=3,18).
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A partir destes experimentos, pode-se concluir que: (1) a suposigdo de que a forma
lactona mantivesse estavel, presente nas bicamadas lipidicas em grande concentragio,
€ verdadeira. Assim, conseguimos produzir uma formulagdo de lipossomas capaz de
manter um gradiente de prétons por um longo intervalo de tempo, que era um dos
objetivos principais deste trabalho; (2) estes lipossomas, pouco permedveis a protons,
independem da concentragdo de lipidios (0s experimentos 06 e 07 do Esquema 3
possuiam alta e baixa concentragdo de lipidios) e (3) do agucar utilizado (sacarose e
trealose); (4) o fosfolipidio essencial para a manuten¢do deste gradiente  é o
fosfatidilglicerol (PG), e por isso ele esta presente em grandes quantidades em mielina e
mitocondrias. Embora a cardiolipina seja um difosfatidiiglicerol, somente PG tem a
capacidade de manter o gradiente transmembranico de pH nos lipossomas produzidos
neste trabaiho.

Nao existem registros na literatura sobre um sistema de lipossomas, usando
fosfolipidios comerciais, que reaimente consiga manter um gradiente de pH,
caracterizado fisico-quimicamente. Assim, apés muitas tentativas experimentais,
finalizamos nosso projeto com sucesso.

76



Capitulo IX
Conclusao

Os objetivos deste trabalho foram: (1) estabelecer o principio de hidrélise do farmaco
CPT-11 e avaliar se existe a estabilizagio da forma lactona de CPT-11 na presenga de
HSA e se ocorrem mudangas na estrutura sencundaria desta proteina; e (2) encapsular
e caracterizar os lipossomas estericamente estabilizados contendo CPT-11, em um
sistema que mantenha um gradiente transmembranico de pH, a fim de estabilizar a
forma lactona intacta por um grande intervalo de tempo.

Na primeira parte do trabalho, propusemos um mecanismo de reacdo entre CPT-11
e albumina (HSA), baseado no tratamento quimiométrico dos dados espectroscépicos,
onde em condigdes fisioldgicas, existe a formag&o de uma nova espécie, devido a rapida
complexagdo entre HSA e a forma lactona, produzindo um espectro diferente se
comparado com o da forma lactona livre. Entretanto, observamos que este complexo
também é passivel de hidrélise, apesar de, contrariamente, Mi e Burke afirmarem a
estabilidade do farmaco na presenga de HSA [Mi and Burke (1994a)]. Além disso,
experimentos com estequiometria 1:1 de HSA:CPT-11 indicaram a auséncia de
interacdo entre o anel de lactona e HSA, contrariando as afirmagdes de Mi e Burke [Mi
and Burke (1994a)]. Estas conclustes somente foram possiveis de serem obtidas a partir
do uso de quimiometria, demonstrando a utifidade desta técnica.

Na segunda parte do projeto, enfrentamos 0 nosso grande desafio, que era como
manter o composto CPT-11 na forma lactona em lipossomas estericamente
estabilizados a 37°C, a partir da permanéncia de um gradiente transmembranico de pH
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em um longo intervalo de tempo. Muitos experimentos foram realizados, utilizando varas
formulagdes lipossomais, mas sem sucesso. Existem vérios trabalhos na literatura que
especulam quais solugbes poderiam viabilizar a manuten¢do de um gradiente de pH,
mas sem resultados préticos. O trabalho de Diaz e Monreal é o Gnico descrito na
Wteratura, que demonstra, com experimentos bem elaborados e criteriosos, que
lipossomas de miglina conseguem manter um gradiente transmembranico de prétons,
embora os autores desconhegcam qual ou quais lipidios sdo responsaveis pela baixa
permeabilidade a prétons.

Somente com a formulagdo de lipossomas LUV estericamente estabilizados,
produzidos com os lipidios sintéticos DSPC, DSPE-PEG2000, DSPG e colesterol,
contendo GPT-11, que o sucesso foi obtido. Estudos cinéticos sobre a hidrélise de CPT-
11 encapsulado, complementados com estudos sobre a migragdo de prétons através da
bicamada lipidica, monitorada a partir dos espectros de emissé&o de fiuorescéncia de 9-
aminoacridina em varias solugfes tampdo com diferentes pHs, indicaram que este
sistema lipossomal consegue manter o farmaco CPT-11 estavel, evitando sua hidrélise
em pH fisiolégico.

A partir destes experimentos, concluimos que estes lipossomas pouco permeaveis a
prétons independem da concentragdo de lipidios e do aglcar utilizado (sacarose e
trealose) e o fosfolipidio essencial para a manutengdo deste gradiente € o
fostatidilglicerol, por isso que ele esta presente em grandes quantidades em mielina e
mitocdndrias.

Acreditamos que a "primeira formulagdo lipossomal" que conseguiu manter a forma
lactona estavel tenha alcangado o sucesso por sorte e ndo por mérito, ou seja, tenha
sido uma falha do destino, pelo fato de no ter sido reprodutivel. Somente os lipossomas
contendo PG tem a capacidade de manter o gradiente transmembranico de pH no nosso
sistema de lipossomas LUV, com reprodutividade.
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Capitulo X
Perspectivas futuras

Nosso trabalho pode ser o ponto de partida para muitos outros projetos de pesquisa:

- Estudos sobre a preparagiio de kpossomas CPT-11:LUV em outras condicOes: auséncia e
presenca de sacarose ou trealose, em vdrias concentragdes; variagdo das porcentagens
molares de lipidios; e viabilidade do uso de PC e PG provenientes de fontes naturais; auséncia
e presenca de PE-PEG.

+ Testes in vitro e in vivo da formulagio CPT-11:1LUV.

« Encapsulacéio em lipossomas de outros farmacos que necessitam de um sistema controlador
de gradiente de pH, como Topotecan e outros derivados de Camptotecina.

» Autoescalamento para fins industriais.
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Apéndice

Método quimiométrico - rotina computacional

Para a aplicagdo do método quimiométrico, conhecido como Self Modeling Curve

Resolution, comentado no Capitulo #l, uma rotina computacional foi impiementada, no
pacote matematico Octave®, por Ricardo Biloti. Abaixo, incluimos o cédigo fonte da
rotina;

Sl e Sl s shle 20 S i Wile 2 She sl chle S sie S X ot ol ke i o Sl e Sie Sl thie

{F,C] = selfmodel (lambda, I, Y, grace)

Metodo de Lawton @ Sylvestre para a resolugso dos espectros
purcs de uma mistura com duas substéncias.

Entrada:

lambda - vetor dos comprimentos de onda usades na
leitura {length (lambda) = n}

T - Tempo das leituras

Y - matriz dos experimentos. Cada linha corresponde
a um experimentos. (size(¥) = m x n)

grace — Se for igual a 1, gera arquives sm-grace-n.dat
para posterior plotagem no Grace {opcional)

Saida:

F - banda espectral para as duas substfincias
la. substancias fl:

min{F{:,1),F(:,2)} <= £1 <= min{F(:,1),F(:,2)}
2a. substlncia £2:

min{F{:,3),F(:,4)} <= £2 <= min{F(:,3),F{:,4)}

[+}

O pacote GNU/Qctave esta disponivel em www.octave.org sob a licenga GPL. Para maiores
informacdes, consulte a pagina do projeto ou veja [Eaton (2002)].
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** Se a hipétese de que haja lambdal e lambdaZ tais que

fl{lambdal) > 0 e f2(lambdal) = 0
fl{liambda2) = 0 e f£2(lambdal) > 0

para todos os experimentos, for verdadeira, entdo

fl = ¥(:,1)
£f2 = F(:,4)

Nessa situacgdo,

C - matriz de concentragdes.
C{:,1) - la. substéncia e C{:,2) - 2a. substéncia.

Implementagiico de Ricarde Biloti baseada em

LAWTON, W. H. and SYLVESTRE, E. A., "Self Modeling Curve Resolution®,
Technometrics, Vol. 13, No. 3, 617--633, 1971.

function [F,C] = selfmodel (lambda,T,Y,grace)

e G A0

[m,n] = size(¥);

printf ("%i experimentos com %1 amostras cada\n",m,n);
if (m > n)

printf ("Mais experimentos gque amostras!'!\n"};
endif

[U,8,V]) = svd(Y);

# Faz com que a primeira linha de V
# seja toda positiva

vV = -V;

U= -U;

if ( (min(V(:, 1)) < 0) }| (max(Vv(:,1)) < 0} )
printf(* —_— \n");
Printf("ERRO: Primeiro auto vetor V1 tem componentes negativas.\n");
printf(" min{vl) = &f max(V1) = $£\n", min(v(:,1}),max(V(:,1)));
printf ("Resultados nido confiaveis!\n");
printf(" \n");

endif

soma = sum(diag(S));

printf("\nValores sigulares:\n n valor perc acum\n") ;

printf (" \n");
for i=l:min([m nj)
printf("%2i: %e (%5.2f%%) (%6.2f%%) \n",
i, S(4,1), 100*S(i,i)/soma, 100*sum{diag(S(i:i,1:1}})/soma);
endfor
printf (" \n"};

vl = V{:,
Ty

xi = U*s
xil = xi(:,1);
Xi2 = xi(:,2);

-

Ymodel = xil * V(:,1)" + xi2 * V(:,2)7;
gset neckey;

Kmais = find{wv2 >= 0};
Kmenos = find(vZ < 0);

a = max(-vl(Kmais) ./ v2(Kmais));

b = min{-vl (Kmenog) ./ vZ(Kmenos));
= min (X412./%x11);
= max (xi2./x1i1);
= max{[a di);
= min([{b c]);
Assume que as medidas sfo feitas a
intervalos regulares no parémetro de
amostragem (comprimento de onda, por
exemplo) .

dlambda = lambda(2) - lambda(l);
Dlambda = lambda(n) - lambda(1);

cl = sum(vl) * dlambda/Dlambda;
¢2 = sum{v2) * dlambda/Dlambda;
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xilmin

0;

#ilmax = max(xil);

xi2min = -max{min{abs(xi2}), max (abs {xi2)}));

xi2max

Xil = (xilmin:

rb = Xil * b;

rd = Xit * d;
rc = Xil * ¢;
ra = Xil * a;

-xi2min;

r = {1 - el * Xil)/e2;

figure (1};

(xilmax-xilmin) /5 :xilmax)’;

title("Regides I (azul) e 1I {(vermelho)");

plot {Xil, rb
Xil, rdq,
Xil, rec,
Xil, ra,

r

’b’,
L4
o

r r
’rl);

gset pointsize 2

hold on
for i=l:m

plot (xil(i},xi2({i),"ok’}

endfor

fimais
flmenos

It
——

f2mais
f2menos

[
——

cl + c2
cl + 2
(el + ¢2

+ c2

plot (flmais{l), flmais(2),
flmenos (1), fimenos (2}, +b’,
f2mais(l), £f2mais(2}, ’+r’,
f2mencs (1), £2menos {2}, +x' )}

hold off

figure{2);
subplot (211)

.
r

title ("Dados originais®);
plot (lambda, ¥*) ;

subplot (212)

i

title {"Dades modelados");
plot (lambda, Ymodel’);

figure (3};

title{"Bandas espectrais®);

Flmais = flmais(l) * vl +

Filmenos = flmenos(l) * vl

F2mais = f2mais{l) * vl +
F2menos = f2menos(l) * vl1 +

* b);
* g);

* h);
* a);

!+b"

fimais (2)

+ flmenos (2)

£2mais (2)
fZmenos (2)

*
L

*
*

F = [Flmais” Flmenos’ F2Zmais’ F2menos’);

for iml:2:n-

2

vZ;
v2;

v2;
v2;

Bl (2*1-1:2*i+3) = [F(i,1) F(4,2) F(i+1,2)

].
B2 (2*1~1:2*143) = [F(i,3) F{i,4) F({i+l,4) F(i+l,3) F(i+2,3)];
L{2*i-1:2*i+3) = [lambda{i} lambda(i} lambda(i+l} lambda(i+1)

endfor
ploet (L, Bl,
1 ’
lambda,
lambda,
lambda,

figure(4);

title ("Espectros

lambda {i+2)];

thr,
F(:,1}, 'b’,
F(:,2), 'p",
L, B2, 'r’,

F{:,3), "x",
F(:,4), 'x");

separabilidade} ") ;
plot {lambda,F(:,1),'b’, lambda,F(:,4),'c');

n = [ flmais

r

f2menos ];

normalizados

para

F(i+l,1) F(i+2,1)

intensidade

\

média

unitéria

(assumindeo



# ’'Concentracoes’
alpha = (xil * n(2,2) - xi2 * n(2,1))/det(n);
beta = (xi2 * n(i,1) -~ xit * nf{l,2))/det(n);
C = [alpha beta)l:;

figure(5);
title("Intensidade média”);
plot (T,alpha,‘b’, T, beta, 'rty;

figure (8);
title ("Dados modelados usando espectros separados");

YY = alpha * Flmais + beta * F2menos;
plot (lambda, YY)

# Saidas para o Grace

if ((nargin > 3) && (grace == 1))
espectros = [lambda F({:,1) F(:,4}];
intensidades = [T C(:,1) C(:,2)]1;

r
)
[F{:, 1} (flipud(F(:,2

bandal = YR,
banda2 = [F{:,3)' (flipud(F(:,4)))" F{1,3}]";
blambd = [lambda’ (flipud{lambda))’ lambda{l)]’;

bandas = {blambd bandal banda2];
clear bandal banda2 blambd

dados = [lambda ¥'};

save -~ascii sm-grace-l.dat espectros
save -ascii sm-grace-2.dat intensidades
save =—ascii sm—grace-3.dat bandas
save —ascii sm-grace-4.dat dados

endif

endfunction



