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Resumo

Com o aumento da ameacga de resisténcia bacteriana nos ultimos anos, tornou-
se extremamente importante o desenvolvimento de novas estratégias para aumentar a
eficacia terapéutica dos antibioticos, visto o desenvolvimento de novas classes de
farmacos ser um processo moroso, dispendioso e dificil. Assim, os sistemas de
transporte/distribuicdo tém sido alvo de intensa investigacdo, uma vez que visam
aumentar a eficacia no local de acdo podendo melhorar a farmacocinética e/ou
minimizar os efeitos secundarios associados a certos antibiéticos.

Desde sua descoberta, na década de 60, os lipossomas tém vindo a ser
reconhecidos devido a sua elevada biocompatibilidade (tamanho, composicdo e
propriedades fisico-quimicas) e versatilidade, tanto como modelos de membranas
biol6gicas, como veiculos de transporte e libertacdo de moléculas hidrofébicas ou
hidrofilicas. Normalmente s&o considerados como sistemas de drug delivery quando
0s agentes terapéuticos sdo téxicos, possuem poténcia elevada e tempos de
circulacdo sanguinea baixa.

Sendo as fluoroquinolonas farmacos frequentemente prescritos para o
tratamento dos mais diversos tipos de infe¢bes bacterianas e, devido a essa
prescricdo abusiva, alvo de elevada resisténcia bacteriana, o objetivo geral deste
trabalho residiu no desenvolvimento de estratégias de combate a resisténcia
bacteriana, quer através da encapsulacao dos farmacos em lipossomas como através
da sintese e encapsulacdo de complexos de cobre derivados de fluoroquinolonas e
1,10-fenantrolina, de modo a constituir uma alternativa a terapéutica convencional.

Numa primeira abordagem a encapsulacdo de fluoroquinolonas optou-se por
um método de encapsulagdo passiva enquanto numa segunda abordagem, foi
selecionado um método de encapsulacdo ativo. Com base nas propriedades fisico-
guimicas das fluoroquinolonas estabeleceu-se a encapsulagéo ativa como o método
de encapsulacdo a adotar, uma vez que os farmacos em estudo possuem
caracteristicas anfotéricas.

Sendo possivel obter percentagens de encapsulacdo relativamente elevadas
para as fluoroquinolonas em estudo, com excecéo da levofloxacina, para um método
de encapsulacao ativa, a utilizacado de diferentes composicées lipidicas permitiu avaliar
a influéncia das diferentes caracteristicas estruturais e fisico-quimicas das
fluoroquinolonas no processo de encapsulacdo. A utilizacdo de sistemas lipossémicos
diferentes foi igualmente testada para verificar se a composicao lipidica influenciaria a

percentagem de encapsulacéo.
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Através de estudos de estabilidade dos diferentes lipossomas, apés
armazenamento, determinou-se que sistemas lipidicos de composicao sintética (SPPC
e PMPC) rettm uma maior percentagem do farmaco encapsulado enquanto se
verificaram perdas significativas para lipossomas de composicdo natural (SPM)
permitindo, deste modo, a selecdo do sistema adequado para estudos posteriores.

A realizacdo de estudos de libertacdo de SPPC:Col em PBS e SBF (meios que
mimetizam condi¢des fisiologicas) a pH= 7,4 e 37 °C, forneceu informagfes sobre a
influéncia de condi¢bes fisiolégicas na retencdo de fluoroquinolonas. O perfil de
libertacdo obtido permitiu verificar que n&o ocorre libertacdo significativa das
fluoroquinolonas encapsuladas, em nenhum dos meios, num periodo de 60 min.

Considerando que complexos de cobre e quinolonas com 1,10-fenantrolina
poderdo ser derivados alternativos a esta classe de farmacos, a sintese (por
otimizacdo de processos experimentais descritos na literatura) e caracterizagdo
(UV/Visivel, Infravermelho e difracdo de Raio X) de véarios complexos terndrios
fluoroquinolona foram realizadas. Estudos de encapsulacdo e libertacdo foram
realizados apenas para o complexo ternério de levofloxacina. Estudos microbiol6gicos
presentes na literatura, para alguns destes complexos, evidenciam a sua potencial
acao como antibioticos como estratégia de combate a resisténcia bacteriana.

Tentativas de encapsulagéo passiva e ativa do complexo Culvxphen originaram
percentagens de encapsulacdo muito baixas, dadas as caracteristicas electroestéaticas
destes complexos em solucdo aquosa. De modo a ultrapassar este problema, foi
iniciado o estudo da formag&o do complexo ternario no interior dos lipossomas. Este
objetivo foi alcancado apds se efetuar uma encapsulacdo passiva de uma mistura da
fluoroquinolona e cobre numa proporcdo de 1:1 e uma encapsulacéo ativa da 1,10-
fenantrolina tendo-se formado o complexo ternario Culvxphen no interior dos
lipossomas.

Os estudos de estabilidade realizados, apds armazenamento, permitem afirmar
gue uma elevada percentagem do complexo formado nos lipossomas € libertado, num
periodo de quatro semanas. Esta perda significativa de complexo ternario podera ser
uma consequéncia da formacdo de espécies neutras no interior dos lipossomas que
permearao facilmente a membrana para o exterior dos lipossomas.

Relativamente aos estudos de libertacdo em condic¢es fisiologicas (PBS, SBF
e FBS), a libertacdo do material encapsulado parece depender da composicao e
semelhanca do meio externo com fluidos biologicos. Os resultados obtidos evidenciam
uma maior libertacdo do complexo num meio mais simples, PBS, e uma menor

libertacdo para o FBS, que por ser um fluido bioldégico possui uma composicdo mais
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complexa, permitindo concluir que quanto maior a semelhanca fisioldgica do meio de
libertacao utilizado, menor serd a libertacao.

Palavras-chave: Fluoroquinolonas, resisténcia bacteriana, encapsulagéo, lipossomas,

drug delivery, complexos ternarios de cobre, estudos de libertacao.
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Abstract

With the increasing menace of bacterial resistance in recent years, it has
become extremely important to develop new strategies to increase antibiotic efficacy,
since the development of new drugs is a lengthy, costly and difficult process. Thus,
transport/delivery systems have been the subject of intense investigation, since they
aim to increase the efficacy on the site of action, may improve pharmacokinetics and/or
minimize side effects associated with antibacterial drugs.

Since their discovery in the 1960’s, liposomes have been recognized, due to
their biocompatibility (size, composition and physicochemical properties) and versatility,
either as models for biological membranes or as carriers for hydrophobic/hydrophilic
molecules. Usually they are considered for drug delivery when therapeutic agents are
toxic, have high potency and low blood circulation times.

Fluoroquinolones are antibacterial drugs often prescribed for the treatment of
several bacterial infections and, due to this “overuse”, they have become targets of
high bacterial resistance. The aim of this study was based on the development of
strategies to fight bacterial resistance, either through encapsulation of fluoroquinolones
in liposomes or by synthesis and encapsulation of copper complexes of 1,10-
phenanthroline and fluoroquinolones, in order to provide an alternative to conventional
therapy.

On a first approach to the encapsulation of fluoroquinolones in liposomes, a
passive method of encapsulation was chosen while on a second approach an active
encapsulation procedure was selected. Knowledge of the physicochemical properties
of fluoroquinolones enabled us to establish an active encapsulation method as the
adequate procedure for fluoroquinolone encapsulation since these drugs possess
amphoteric characteristics.

Having obtained relatively high encapsulation for the fluoroquinolones under
study, for an active encapsulation with the exception of levofloxacin, the different lipid
composition allowed us to evaluate the influence of the structural and physicochemical
properties of these antibacterial agents in the encapsulation process. These lipid
systems were equally tested to verify whether the lipid composition would influence the
encapsulation efficiency.

Through stability studies of the different liposomes, after storage, it was
possible to determine that synthetic lipid systems (SPPC and PMPC) were able to

retain a higher percentage of the encapsulated fluoroquinolone, while a significant loss
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occurred for natural lipids (SPM) allowing the selection of a suitable system for further
studies.

Release studies in PBS and SBF pH 7,4 and 37°C (release media that mimic
physiological conditions), provided information on the influence of physiological
conditions on the retention of fluoroquinolones. The obtained release profile allowed us
to demonstrate that there is no significant release of the encapsulated drugs, in both
PBS and SBF, over a period of 60 min.

Taking into consideration that copper complexes of fluoroquinolones and 1,10-
phenanthroline might be an alternative concept to this class of antibacterial agents, as
novel derivatives of fluoroquinolones, the synthesis (by optimization of published
procedures) and characterization (UV-Vis, Infrared and X-Ray diffraction) of several
ternary complexes was performed. Encapsulation and release studies were performed
for the ternary complex of levofloxacin. Documented microbiological studies, for some
of the synthesized complexes stated their potential antibacterial action as a strategy to
counteract resistance.

Attempts to actively and passively encapsulate the Culvxphen complex lead to
very low encapsulation given the electrostatic characteristics of these complexes in
aqueous solution. In order to surpass this issue, a study of the formation of the ternary
complex in the liposome interior was initiated. This goal was reached after passively
encapsulating a copper:levofloxacin aqueous mixture, in a 1:1 ratio, and actively
encapsulating 1,10-phenanthroline, giving rise to the formation of the Culvxphen
ternary complex inside the liposomes.

Stability studies performed after storage revealed that a high percentage of the
complex is released over a period of four weeks. This significant loss of ternary
complex might be a consequence of formation of neutral species inside the liposomes
that will easily permeate the membrane toward the outside of the liposomes.

Regarding the release studies of the ternary complex in physiological conditions
(PBS, SBF and FBS) the release of the encapsulated complex seems to depend on the
composition and similarity of the external medium with biological fluids. The obtained
results show a higher release in a simpler release medium like PBS and a smaller
release for FBS which, as a biological fluid has a more complex composition. This
allowed us to conclude that a higher similarity between the release medium and a

biological fluid will lead to a smaller release.

Key Words: Fluoroquinolones, fluoroquinolone bacterial resistance, encapsulation,

drug delivery, liposomes, ternary copper complexes, release studies.
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Figura 64 — Espectro de UV-Vis de lipossomas de SPM:Col (1:1) apos duas semanas
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Introducao

1. Sistemas de libertacao/transporte controlado

O transporte de farmacos, ou sistemas de libertacdo controlada de farmacos
séo definidos como “o0 uso de qualquer meio possivel, seja ele quimico, fisico-quimico
ou mecanico para regular a velocidade de acesso de um farmaco ao local de agéo isto
€, diretamente nos tecidos envolvidos” [1].

Os sistemas de libertagdo controlada de farmacos tém vindo a ser, nos ultimos
anos, alvos de uma intensa pesquisa uma vez que visam minimizar grande parte dos
efeitos adversos dos mesmos e alcangar uma acgéo direta dos farmacos no seu local
de acéo [2, 3]. O transporte de farmacos, que tem em consideracao o transportador, o
percurso e o0 alvo, revelou-se uma estratégia de processos ou dispositivos
desenvolvidos para aumentar a eficacia dos agentes terapéuticos através da libertacéo
controlada. Deste modo é possivel obter um aumento da biodisponibilidade, um indice
terapéutico acentuado ou uma melhor aceitacdo por parte do paciente. Estas novas
estratégias sdo implementadas através de abordagens interdisciplinares que
combinam ciéncia de polimeros, ciéncias farmacéuticas, quimica, bioquimica e
biologia molecular [1].

Nas ultimas décadas, avancos significativos tém sido alcancados na area da
libertag@o controlada, sobretudo nos dltimos anos, devido a um declinio significativo no
desenvolvimento de novos farmacos e recente competi¢cdo entre as grandes indastrias
farmacéuticas e o mercado dos farmacos genéricos. Deste modo, os farmacos ja
existentes, sdo apresentados com novas formulac¢des e utilizando novas formas de
transporte [1]. Os sistemas de libertacdo controlada transformaram-se, assim, em
ferramentas importantes para a libertacdo especifica de uma vasta gama de farmacos
e tém vindo a evoluir de modo a produzir sistemas avancados, de elevada sofisticacao
e espectro alargado [4, 5].

A necessidade de criar um “veiculo” de transporte para reduzir os efeitos
téxicos dos farmacos surgiu devido ao facto da concentracdo para uso terapéutico ser,
em muitos casos, muito préxima da concentragdo toxica [6]. Controlando de forma
precisa a localizagdo do farmaco no corpo, os efeitos secundarios podem ser
reduzidos, levando a administragdo de doses menores e permitindo o desenvolvimento
de novas terapias [7]. Desta forma, estes sistemas permitem melhorar as propriedades
farmacoldgicas de grande parte dos farmacos, o que resulta em tempos de circulacéo

sanguinea maiores e numa maior eficacia [8]. A libertacdo controlada de farmacos



4

FCUP

Estudo, caracterizacéo e desenvolvimento de sistemas de libertagcéo controlada para as quinolonas e seus derivados

permite uma manutencdo continua dos niveis de farmaco, na gama de concentracao
desejada, uma reducdo dos seus efeitos secundarios e uma potencial diminuicdo da
guantidade de farmaco necessaria. A possibilidade de diminuicdo do nimero de doses
administradas assim como a utilizacdo de dosagens menos invasivas traduz ainda
uma maior facilidade de administracdo, para farmacos com tempos de vida in vivo
pequenos [3, 7, 9, 10].

Atualmente, existem varios sistemas de libertacdo controlada (nanoparticulas,
nanotubos, micelas poliméricas, polimeros e lipossomas) [3]. De todos os sistemas
mencionados, 0s que se encontram melhor caracterizados e 0s primeiros a serem
desenvolvidos séo os lipossomas [3, 8, 11, 12]. Grande parte dos sistemas aprovados
para administracdo parental (intravenosa) (Doxurubicina — DOXIL e Myocet,
Daunorubicina - DaunoXome, Anfotericina B — AmbiSome, Amphotect e ABELCET)
sdo sistemas lipossomicos, formulagbes lipidicas ou lipossomas conjugados com
moléculas de Polietilenoglicol (PEG). Devido a sua composi¢do, tamanho e
propriedades fisico-quimicas, os lipossomas permitem um variado leque de aplicacdes
em diversas areas cientificas como por exemplo na Biofisica, Biologia, Quimica,

Medicina ou Industria [6, 13].

1.1. Lipossomas

Os lipossomas séo definidos como estruturas esféricas (vesiculas) compostas
por uma bicamada lipidica que encerra no seu interior um determinado volume de
solucdo aquosa [14]. Podem ser constituidos por uma ou varias membranas
concéntricas e o tamanho das vesiculas lipossdémicas encontra-se compreendido entre
20 nm e dezenas de micrometros, dependendo as suas dimensdes do método
utilizado para a sua preparagdo. Os lipossomas podem ser preparados de forma
personalizada, de acordo com a sua aplicacao, variando o conteudo lipidico, tamanho,
carga superficial e modo de preparacdo. Uma vez que as diferentes aplicacdes dos
lipossomas requerem diferentes dimensdes, a sua classificagéo € feita de acordo com
o tamanho que apresentam [14, 15].

A simples dispersédo de lipidos (geralmente fosfolipidos) em agua origina uma
suspensdo, polidispersa, de vesiculas multilamelares (MLV'S — MultiLamellar
Vesicles). As MLV’'s possuem um tamanho estrutural relativamente elevado e um
volume interno bastante pequeno devido a subdivisdo da estrutura em varias
bicamadas concéntricas [16]. Embora as MLV’s sejam as vesiculas mais faceis de

preparar, é possivel obter vesiculas de dimensfes controlaveis através de métodos
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alternativos de preparacao de lipossomas: vesiculas unilamelares pequenas (SUV’s —
Small Unilamellar Vesicles) de diametro entre 20 e 50 nm e vesiculas unilamelares
grandes (LUV’s — Large Unilamellar Vesicles) com diametros superiores a 50 nm
(figura 1).

Sonicagéao

Filme lipidico Hidratagéo

Figura 1 - Representagdo esquematica dos diferentes tipos de vesiculas lipossémicas. (adaptado de

www.avantilipids.com).

A natureza dos lipidos que constituem os lipossomas € predominantemente
anfifilica, isto €, moléculas que possuem, simultaneamente, um grupo hidrofilico
(solivel em agua) e um grupo hidrofébico (insolivel em agua). Tipicamente, um
lipossoma é constituido por fosfolipidos possuindo duas cadeias hidrocarbonadas
ligadas a um grupo hidrofilico (geralmente designado por cabeca polar). Quando
expostos a um ambiente aquoso as interagdes entre os dois grupos (interacdes
hidrofilicas entre os grupos polares, interacdes de van der Waals entre as cadeias
hidrocarbonadas e ligacdes de hidrogénio com moléculas de éagua) levam a
reorganizacdo espontanea em bicamadas onde 0s grupos polares se encontram a
superficie, expostos a fase aquosa e as cadeias hidrocarbonadas se encontram no
interior da bicamada [14, 17, 18].


http://www.avantilipids.com/
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1.1.1. Propriedades fisico-quimicas

Os lipidos presentes nas membranas celulares dividem-se em quatro grupos
principais: fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos e esteréis. Os fosfolipidos sdo os
principais constituintes das membranas celulares eucariotas, sendo 0os mais comuns
as fosfatidilcolinas. Uma vez que as fosfatidilcolinas sdo os fosfolipidos mais
abundantes na natureza e constituem uma grande parte das membranas celulares,
geralmente sao utilizados como componente lipidica principal em lipossomas contudo,
possuem uma elevada heterogeneidade relativamente ao comprimento, composicao e
saturacao das suas cadeias hidrocarbonadas. Os fosfolipidos que contém colina

encontram-se sob a forma de ido dipolar, a pH fisiolégico.

1.1.2. Fosfolipidos

Os (glicerofosfolipidos derivam de moléculas de glicerol enquanto os
esfingolipidos possuem, no seu “esqueleto”, uma molécula de esfingosina. Os acidos
gordos esterificados podem ser saturados ou insaturados e geralmente possuem
cadeias hidrocarbonadas entre 8 e 24 4&tomos de carbono. No caso dos esfingolipidos,
a molécula de esfingosina encontra-se ligada a um acido gordo através de uma
ligagdo amida e o seu grupo hidroxilo esterificado a uma colina ou etanolamina. A
fosfatidilcolina (lecitina) e a fosfatidiletanolamina sdo os Unicos fosfolipidos que se
apresentam sob a forma de ido dipolar, apresentando-se os restantes sob a forma de
anido. Na auséncia de um grupo que esterifique o grupo hidroxilo os esfingolipidos
denominam-se ceramidas (figura 2) [14].

Os glicerofosfolipidos, vulgo fosfolipidos, séo lipidos que, na sua forma mais
simples, sdo compostos por uma molécula de glicerol esterificada com moléculas de
acido gordo e um grupo fosfato que, por sua vez, se encontra esterificado a um alcool.
Assim, é possivel verificar a presenga de um caracter anfifilico nestas moléculas uma
vez que existe um grupo hidr6fobo apolar, do qual fazem parte as cadeias
hidrocarbonadas dos acidos gordos e um grupo hidréfilo polar constituido pela
molécula de acido fosférico e uma molécula hidrossoluvel esterificadas entre si. As
suas propriedades fisico-quimicas vao depender ndo s6 das propriedades dos acidos
gordos mas também das caracteristicas dos grupos hidrossoluveis esterificados.
Assim, as moléculas de fosfolipidos poderdo ter um caracter neutro ou negativo, de
acordo com a carga presente nos grupos esterificados ao acido fosfoérico [15].

No que diz respeito aos esfingolipidos, estes séo lipidos constituidos por uma
molécula de esfingosina ligada a um acido gordo através de uma ligacdo amida. A
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esfingomielina é, no que diz respeito ao grupo polar, equivalente a lecitina. E
geralmente encontrada em células dos glébulos vermelhos, na matéria branca do
cérebro onde possui cadeias hidrocarbonadas invulgarmente longas (~70% C,,-Cy) €
na matéria cinzenta onde a cadeia hidrocarbonada €, geralmente, constituida por 18

atomos de carbono.

A (|3| Glicerol
\/\/\/\/\/\/\/\C'—O_CHQ
! | Fpsfato
[ i N i N Nl N i 1 B 1
E \/\/\/\/\/\/\/\CJL—O—CHE 5l
1 , H
| Acido Gordo |C|) H2(|:—||—O——I|=|-——R
{ |
o
B : T TTTTTTTTTTTT -
i CH; —(CH5)4,—CH—/CH—CH—OH
e ———— 1
i H Fosfato
1
; | i | | -
1
L O i CH,—O+H—P—+R
Acido Gordo i______f_sfi_r:gg_slr:g_" | |
O.
| YT -
CH3 OH
C
OH—CH,-CH,;—NH, OH—CH,=N*—CH, HO OH
Etanolamina Colina CHs
HO OH
OH
OH Inositol
OH—CH,~CH—CH, OH—CH,~CH—C—0CH
Glicerol ~ OH Serina NH, O

Figura 2 — Representacdo esquemética de (A) glicerofosfolipido, (B) esfingofosfolipido e (C) grupos que podem

esterificar o grupo fosfato (adaptado de [19]).

Quanto a origem, os fosfolipidos podem ser de origem natural ou sintética
(figura 3). Os de origem natural sdo extraidos de material biolégico, por exemplo, da
gema de ovo ou dos feijdes de soja, como a fosfatidilcolina (lecitina). Os lipidos de
origem sintética apresentam uma composicdo lipidica definida, embora as cadeias
hidrocarbonadas possam ter maior ou menor numero de &atomos de carbono
(geralmente de 14 a 18), acidos gordos diferentes ou iguais e cadeias saturadas ou

insaturadas. O facto de possuirem uma maior homogeneidade permite uma melhor
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compreensdo, caracteriza¢cdo e manipulacdo do seu comportamento relativamente aos

fosfolipidos de origem natural [14, 15].

* i ﬁ i /\/\/\/\/\/\/\)OL 'ﬁ
-~ 0N OTR0 o~ 0w oPro o~
%A:/EN\WO H o [ \/\/\/\/\/\/\Iro H o \\
0 )

Fosfatidilcolina extraida da soja
1-Palmitoil-2-miristoil-glicero-3-fosfatidilcolina (PMPC)

g g
e o
e o-P-0 .
/\/\/\/\/\/\/\/&{\ { \/\N+ /\/\/\/\/\/\/\/\)L
0
O H

o \/\/\/\/\/\/\/\“/ o | ~
Esfingomielina extraida do ovo (SPM) [o]
1-Esteroil-2-palmitoil-glicero-3-fosfatidilcolina (SPPC)

[e]
1]

Figura 3 — Férmulas estruturais de fosfolipidos (A) naturais e (B) sintéticos.

Propriedades fisicas como a permeabilidade, temperatura de transicdo de fase
(Tm) ou estabilidade dependem da composicdo dos acidos gordos que constituem os
fosfolipidos, tanto ao nivel do comprimento das cadeias hidrocarbonadas, do seu grau
de saturacdo/insaturacdo como das propriedades dos grupos polares que 0s
constituem [14-16].

A fluidez das membranas depende da natureza das cadeias hidrocarbonadas
gue constituem maior parte dos lipidos membranares. A diferentes temperaturas, as
bicamadas fosfolipidicas podem existir em fases termodinamicas distintas. A transi¢ao
ocorre entre uma fase rigorosamente ordenada, chamada de fase de gel (“fase sdlida”)
e uma fase menos ordenada, mais fluida, denominada de fase de cristal-liquido (“fase
fluida”) (figura 4). A temperatura de transicdo de fase (T,,) difere entre os fosfolipidos
pois depende da composi¢cdo das cadeias hidrocarbonadas que cada um possui. O
aumento do comprimento e saturacdo dos acidos gordos aumenta o valor de T,
temperatura a qual se verifica a passagem da fase gel a fase de cristal liquido. A
introducdo de moléculas nado fosfolipidicas também provoca alteracBes no

comportamento termodinamico das bicamadas lipidicas [15].

Fase de gel Fase de cristal liquido

Temperatura de
__ transicéode fase

Cadeias hidrocarbonadas Cadeias hidrocarbonadas
ordenadas desordenadas

Figura 4 — Representagéo esquematica da influéncia da temperatura de transi¢éo de fase em bicamadas lipidicas [19].
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Para temperaturas inferiores a T,, dos fosfolipidos, a bicamada apresenta uma
estrutura ordenada, onde os fosfolipidos se encontram empacotados e com
movimentos restritos. No entanto, acima de T, existe um aumento, consideravel da
fluidez da membrana (maior mobilidade) e da area ocupada por cada molécula de
fosfolipido levando a uma diminuigdo da espessura da bicamada [14, 15].

Uma compreensdo da temperatura de transicdo de fase e fluidez das
bicamadas fosfolipidicas é fundamental tanto na formulacdo como na exploracdo das
aplicacdes dos lipossomas, uma vez que o comportamento termodindmico de uma
membrana lipossémica determina propriedades como a permeabilidade, fusao,
agregacéao e ligacdo a proteinas, podendo afetar a estabilidade dos lipossomas e o

seu comportamento em sistemas biologicos.

1.1.3. Colesterol

Os esterdis sdo componentes importantes de maior parte das membranas
naturais e, a sua incorporagdo em lipossomas, pode introduzir alteracfes nas
propriedades das mesmas. S8o moléculas constituidas por trés anéis hexagonais e
um anel pentagonal que formam uma estrutura planar rigida onde varios grupos se
podem ligar. O principal esterol presente em tecidos animais é o colesterol embora
também se encontre em tecidos vegetais (stigmaesterol) e em membranas bacterianas

e fungicas (lanosterol e ergosterol, respetivamente) (figura 5).

HsC

CH3 CHs

CHg

Colesterol Ergosterol

HiC CHj HsC

CHa

CHy

HO

Lanosterol Stigmaesterol

Figura 5 — Estrutura molecular de alguns esterois.
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O colesterol, em si, ndo é capaz de formar bicamadas mas pode ser
introduzido em membranas fosfolipidicas em diversas razbes molares. Sendo uma
molécula anfipatica, a sua insercdo (figura 6) ocorrerd de modo a que 0 seu grupo
hidroxilo se encontre orientado para a superficie aguosa e a sua cadeia alifatica
alinhada paralelamente as cadeias hidrocarbonadas do fosfolipido, no centro da
bicamada [15].

OH o ) OH o 0O OH o 0O

Figura 6 — Posigcéo ocupada pelo colesterol na bicamada lipidica (adaptada de New).

Uma percentagem de colesterol (~30 mol %) é frequentemente inserida na
formulacao lipidica para aumentar a sua estabilidade, diminuir a mobilidade das suas
moléculas e reduzir a sua permeabilidade. Na fase de cristal-liquido a interagdo do
colesterol com as cadeias hidrocarbonadas fluidas aumenta a ordem e
empacotamento molecular dentro da membrana enquanto na fase de gel, as cadeias
hidrocarbonadas interagem entre si logo, a presenca do colesterol levard a uma
diminuicdo da ordem da bicamada (efeito fluidizante). Para concentracdes superiores
(>30% mol), a temperatura de transicao é praticamente eliminada e a membrana pode
manter-se numa fase fluida ordenada numa vasta gama de temperaturas reduzindo,
assim, a permeabilidade das bicamadas fosfolipidicas que se apresentam fluidas a
temperatura ambiente [14]. Para percentagens de colesterol de 50% mol a membrana
encontra-se saturada e concentracdes superiores levardo a uma instabilidade da

membrana [14].
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1.1.4. Preparacgéo dos lipossomas

S&o diversos os processos de preparagao de lipossomas de diferente tamanho
e lamelaridade descritos na literatura. Todos os métodos de preparacao de lipossomas
envolvem alguns passos basicos, sendo essencial, para a obtencdo de MLV'’s, LUV’s
ou SUV’s a dispersdo do fosfolipido hum meio aquoso. Nao sendo os fosfolipidos
moléculas sollveis em agua, um procedimento fundamental a preparacdo de
lipossomas passa pela solubilizacao dos fosfolipidos num solvente organico adequado
(solvente apolar) apos a qual se prepara um filme lipidico por evaporacao desse
solvente [14, 15]. Dos varios métodos de preparacdo de lipossomas os mais
frequentemente utilizados sao: dispersdo fisica (sonicacdo, extrusdo), dispersdo
bifasica (evaporagéo de fase reversa) ou solubilizagdo em detergente, no entanto, a
escolha do método a utilizar depende da aplicagao final dos lipossomas [15].

Das véarias abordagens a preparacdo de lipossomas, a primeira e mais
frequentemente utilizada, a hidratagédo do filme lipidico (figura 7), surgiu em 1965 por
Bangham [20]. A simples disperséo do filme lipidico em solugdo aquosa produz MLV'’s,
de diferentes tamanhos e nimero de camadas lipidicas, que podem ser tratadas
mecanicamente de forma a obter populacdes mais homogéneas e de tamanho
definido [14, 15].

& v i Sonicagao
P r 1 Extruséo

Secagem

b D b L Mg b e

@) @) Tii e @e 3 e@

Dissolugéo do lipido Filme lipidico Hidratacédo Agitacéo MLV's SUV's
(solvente organico) LUV's

Figura 7 — Representacdo esquematica da preparacdo de lipossomas pelo método de hidratagédo do filme lipidico. 1)
Dissolucéo dos lipidos num solvente organico adequado; 2) Formacgédo do filme lipidico nas paredes do baldo, por
evaporagdo do solvente organico; 3) Hidratacdo do filme por adi¢cdo de solu¢do aquosa; 4) Agitacéo e obtencado de
MLV’s; 5) SUV’'s ou LUV's obtidas por sonicagdo ou extrusdo, respetivamente, adaptado de Avanti Polar Lipids:
(www.avantilipids.com) e [14].

Os métodos mais utilizados para a obtencdo de populagcdes homogéneas e de
tamanho definido sdo os meios mecanicos, mais concretamente, a extrusao atraves de
filtros de tamanho de poro fixo ou a sonicacdo [14, 15]. Inicialmente, os tratamentos
mecanicos aplicados incluiam, apenas, a sonicacdo das suspens@es fosfolipidicas.

Atualmente, a sonicacdo é frequentemente utilizada para a obtencéo de vesiculas de
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pequenas dimensdes (SUV's) e baseia-se na insercao da suspensao lipossémica num
banho (indiretamente) ou por insercdo de uma sonda (ponta) de ultrassons
diretamente na suspenséao [14]. Embora a utilizacdo do banho possua a vantagem de
ndo haver contato direto com os lipossomas, a densidade de energia destes é
geralmente muito baixa para produzir vesiculas unilamelares homogéneas, sendo a
utilizacao da sonda o método de produgdo de SUV’s mais frequente [14].

O processo de extrusdo consiste na passagem forgcada, através de filtros com
um didmetro de poro definido, sob pressao (< 100 atm), atmosfera inerte e a uma
temperatura superior a temperatura de transicdo de fase dos lipidos presentes na
suspenséo lipossomica. Extrusdes sucessivas levam a uma diminuicdo do namero de
bicamadas que compdem as MLV’s e, ao fim de aproximadamente dez passagens,
obtém-se uma suspensao lipossémica predominantemente unilamelar e homogénea,
no que diz respeito ao didmetro das vesiculas [14]. Ciclos de
congelacao/descongelacdo sdo igualmente utilizados na obtencdo de populacbes
homogéneas de lipossomas pois permitem aumentar o volume interno aquoso dos
lipossomas por eliminacdo das sucessivas camadas presentes nas MLV's [14, 15]. As
LUV's, de tamanho compreendido entre 50-150 nm, permitem uma boa encapsulagéo
e uma boa estabilidade dos lipossomas.

1.2. Lipossomas como sistemas de libertagcao controlada

Os lipossomas sado estruturas de interesse as mais diversas disciplinas
cientificas como a fisica (estudo da interacdo entre propriedades anfifilicas), biofisica
(estudo de propriedades de membranas celulares e proteinas membranares),
bioguimica (funcdo de proteinas membranares), biologia (funcdo celular), quimica
(catalise, fotossintese) e farmacologia (potenciais transportadores de farmacos) entre
outras [1, 6, 21].

Inicialmente eram apenas utilizados como modelos de membranas biol6gicas
todavia, o interesse nos lipossomas como sistemas de transporte e libertacdo de
farmacos (drug delivery) tem vindo a aumentar nos Ultimos anos [22-24]. Uma das
grandes vantagens da utilizacdo de lipossomas como sistemas de libertacdo
controlada provém da natureza biocompativel dos lipidos utilizados na sua formacao e
a facil preparacdo em diferentes tamanhos e composicao [2, 22, 25]. Além de grande
parte dos lipidos utilizados frequentemente na preparacdo de lipossomas serem
comuns em membranas celulares, estes podem conter, ainda, na sua composi¢cao

componentes membranares como o colesterol [15, 23, 26].
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Desde a sua descoberta, os lipossomas tém vindo a ser reconhecidos como
modelos para estudo de membranas biolégicas e como sistemas de libertacdo
controlada tanto de moléculas hidrofébicas como de moléculas hidrofilicas [1, 12, 21].
Atualmente séo inUmeras as aplicacdes de lipossomas. Porém, a escolha do sistema a
utilizar depende do objetivo final da sua aplicagdo. No caso de lipossomas para a
libertacdo controlada de farmacos é fundamental a encapsulacdo de um farmaco
dentro do compartimento aquoso da vesicula dependendo, deste modo, das
caracteristicas fisico-quimicas néo s6 dos lipossomas como do farmaco a encapsular
[1, 5, 27]. Na selecdo de lipossomas para estes sistemas, alguns dos principais fatores
a ter em consideracdo séo o tamanho, carga, fluidez membranar e biodegradabilidade.
O tamanho e carga afetam a distribuicdo, incorporagcdo e destino in vivo dos
lipossomas [11, 25, 28].

Embora o uso de lipossomas tenha a potencial vantagem de providenciar um
transporte de maiores concentracbes de farmaco, para que este transporte seja
realizado de forma eficiente é necessario ultrapassar barreiras como o tempo de vida
de armazenamento (shelf-life), a dificuldade de alcancar tecidos especificos e a sua
rapida eliminacdo através dos fagécitos do sistema reticuloendotelial — RES (ou
sistema fagocitario mononuclear) [9, 12, 29]. Apés administracdo intravenosa
(parental), a fracdo principal de quase todos os tipos de lipossomas € rapidamente
removida do sangue e absorvida pelas células mononucleares do sistema fagocitario
(MPS), particularmente pelos macrofagos presentes no figado e bago. Esta tendéncia
natural dos lipossomas se acumularem nas células do MPS n&do é necessariamente
uma desvantagem, pois pode ser utilizada na prevencdo e tratamento de doencas
infeciosas, como por exemplo, na utilizacdo de lipossomas como sistemas de
libertacdo de antibidticos em infecées que se localizem, principalmente, nas células do
MPS. No entanto, ao considerar os lipossomas como sistemas de libertacdo
controlada de antibibticos para infecdes em tecidos que ndo facam parte do MPS, é
necessario reduzir a captacao inicial por parte do MPS, de modo a permitir, que os
lipossomas circulem no sangue tempo suficiente para alcancarem os tecidos infetados.
Para que tal seja possivel, é fundamental a manipulacdo das caracteristicas fisico-
guimicas dos lipossomas, tal como ligacdo de um polimero biodegradavel na sua
superficie, por exemplo polietilenoglicol — PEG, dando origem aos lipossomas de longa
circulagéo (Sterically Stabilized Liposomes ou Stealth) [7, 21].

O destino (local de acéo), in vivo, dos lipossomas, assim como do agente
encapsulado, depende fundamentalmente de propriedades como a carga, rigidez,

tamanho e propriedades superficiais, podendo variar consoante o método de
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preparacdo e o tipo de lipido utilizado, conferindo aos lipossomas a, ja referida,

elevada versatilidade.

2. Quinolonas: Breve introducéo e caracterizacao geral

As quinolonas encontram-se, atualmente, incluidas nas mais importantes
classes de agentes antimicrobianos e fazem parte de uma familia de farmacos
genericamente designada por antibioticos. S&o agentes antibacterianos sintéticos
utilizados, extensivamente em medicina e medicina veterinaria, no tratamento de
infecdes de origem bacteriana tendo as suas indicagdes terapéuticas evoluido da
aplicacao no tratamento infe¢des urinarias simples a aplicacdes em infecdes em quase
todo o corpo [19, 30].

O desenvolvimento deste grupo de farmacos deu-se de forma a ultrapassar
grande parte dos seus efeitos adversos possuindo, atualmente, um espectro de acdo
bastante mais abrangente, uma boa disponibilidade oral, uma melhor difusdo para os
tecidos, um maior tempo de semi-vida e uma toxicidade consideravelmente mais
reduzida tornando-se, assim, em farmacos de primeira escolha no tratamento dos
mais diversos tipos de infe¢cdes bacterianas. No entanto, alguns dos efeitos téxicos

ainda limitam o seu enorme potencial e espectro de agdo [31].

2.1. Daorigem do &cido nalidixico aos dias de hoje

A origem das quinolonas remonta a 1962 quando, na sintese do antimalarico
cloroquina, se isolou um produto secundario que revelou possuir atividade
antimicrobiana. Apoés investigacdo das propriedades deste composto e compostos
semelhantes surgiu, no inicio da década de 60, como um “feliz acaso” a primeira
quinolona: o Acido Nalidixico (figura 8), patenteado em 1962 [32-34].

O Acido Nalidixico (1-etil-7-metil-1,8-naftiridina-4-oxo-3-carboxilico) & um
derivado das 1,8-naftiridinas que foi limitado, inicialmente, ao tratamento de infe¢bes
urindrias devido ao seu espectro de acdo reduzido, uma vez que a sua acao
antibacteriana contra organismos Gram (-) (limitada a Enterobacteriacae) era
moderadamente baixa, possuia uma pobre difusao a nivel dos tecidos e problemas de
toxicidade a nivel cardiaco e do sistema nervoso central [35]. Deste modo, 0 uso do
acido nalidixico rapidamente entrou em declinio, devido ao crescente nimero de
bactérias resistentes a sua atividade, surgindo a necessidade de novos compostos
para combater estas dificuldades. Porém, véarias das caracteristicas estruturais do

acido nalidixico ainda estédo presentes nos novos compostos e baseiam-se num nudcleo
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4-ox0-1,8-naftiridina-3-carboxilo [32]. Devido & complexa homenclatura dos compostos
subsequentes, estes sao geralmente designados por 4-quinolonas, como referéncia ao
oxigénio exaciclico na posicéo 4. Existem dois tipos de estruturas anelares: um nucleo
naftiridona (com atomos de azoto nas posi¢cdes 1 e 8, como no 4cido nalidixico) e um
nucleo com apenas um atomo de azoto, na posicdo 1, denominado de nucleo
guinolona. Tanto as naftiridonas como as quinolonas, possuem um oxigénio exociclico
na posicédo 4 do anel e um grupo carboxilo na posicdo 3 para os quais foi detetada
atividade antibacteriana [32].

AlteragBes a sua estrutura base, como a inser¢cdo de atomos de azoto nas
posicbes 1 e 8, de aminas ciclicas na posicdo 7, ou de grupos alquilo como
substituintes em N-1, originaram outras quinolonas de 12 geracdo como o0 &cido
oxalinico, a cinoxacina ou o acido pipemidico. No entanto estas novas quinolonas,
embora possuissem uma atividade antibacteriana ligeiramente superior para
organismos Gram (-), esta ndo era suficientemente significativa comparativamente ao

acido nalidixico, além de n&o possuirem atividade contra organismos Gram (+) [32-34].

0]
/ COOH
1 \\
N HsC N N
X=N: naftiridona R, (|:2H5

X=CH; quinolona

Figura 8 — Nlcleo base das Quinolonas/naftiridonas vs estrutura do Acido Nalidixico.

Um grande avanco na evolucdo da atividade antibacteriana das quinolonas
surgiu aquando da combinacdo de um atomo de fldor e de um grupo piperazinil nas
posicdes 6 e 7, respetivamente, do nucleo quinolona. Esta combinacdo levou a um
aumento do espectro de atividade e perfil farmacocinético contra organismos Gram (-)
e alguns Gram (+) surgindo, assim, uma segunda geracdo de quinolonas e uma nova
denominacdo: fluoroquinolonas [32-34]. No entanto, é importante relembrar que,
embora se denominem (fluoro)quinolonas, quando na posi¢do 8 do nucleo base se
encontra um atomo de azoto as quinolonas séo, efetivamente, naftiridonas e sé sao,
verdadeiramente, fluoroquinolonas (ou quinolonas) quando na posi¢cdo 8 se encontra
um atomo de carbono [32, 34].

As vérias alteracdes ao nacleo base tiveram como objetivo a obtencdo de

compostos com melhor solubilidade, maior espectro de acdo antimicrobiana, menor
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nivel de toxicidade, melhor farmacocinética e capacidade para ultrapassar a
resisténcia desenvolvida por diferentes microrganismos. No entanto, ndo sdo possiveis
alteragc6es nas posigles 2, 3, 4 e 6 pois levam a perda da atividade da molécula. Na
posi¢do 2, qualguer grupo maior que um atomo de hidrogénio pode levar a interacdes
estereoquimicas com 0s grupos nas posi¢cées 3 e 4, onde se encontram 0S grupos
carbonilo e carboxilo, que também ndo podem ser alterados pois ao serem
responséveis pelas ligagbes de hidrogénio as bases de ADN ou complexagdo aos
grupos fosfato do ADN via Mg* sdo essenciais para a atividade antibacteriana [32,
35]. Na posi¢éo 6, o &tomo de flior é um elemento fundamental para a poténcia visto

possuir uma atividade antibacteriana muito superior a qualquer outro grupo/atomo [35].

2.1.1. As fluoroquinolonas

As (fluoro)quinolonas podem ser agrupadas em quatro geracdes. A primeira
geracdo (figura 9), como ja foi referido, € representada pelo &cido nalidixico,

cinoxacina, acido oxalinico, acido pipemidico ou flumequina.

COOH COOH

/ Q (8]
SO ¢
HsC N T o T o
GzHg CzHs GaHg
Acido Nalidixico Acido Oxalinico Cinoxacina

Figura 9 — Quinolonas de primeira geragéo.

As primeiras fluoroquinolonas, propriamente ditas, surgiram na década de 80,
com a combinacdo de um atomo de fldor (posicéo 6) caracteristica comum a todas as
geracbes (22, 32 e 4% e um grupo piperazinil (posicdao 7) [33]. A atividade
antibacteriana das fluoroquinolonas ndo depende apenas do nucleo heteroaromatico
biciclico mas também da natureza dos substituintes periféricos e a sua relacdo
espacial [36].

Como ja foi referido, esta combinacédo levou a um maior espectro de acdo, a
um aumento da capacidade das quinolonas penetrarem na parede bacteriana levando,
consequentemente, a uma melhor atividade contra bactérias Gram (-), passando a
abranger, também, algumas espécies Gram (+), além de atingir um peffil
farmacocinético melhor, chegando a ter uma atividade antibacteriana 1000 vezes

superior a observada para o acido nalidixico [32, 33].
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As principais alteracoes verificadas nas fluoroquinolonas de 22 geracéao (figura
10) foram a introducdo/alteracao de grupos alquilo ligados ao azoto na posicdo 1 e na
posicdo para do grupo piperazinico. Estas alteracBes levaram a um aumento da
lipossolubilidade e do volume de distribuicdo dos compostos [37]. As fluoroquinolonas
de segunda geracdo mais utilizadas séo a ciprofloxacina e a ofloxacina no entanto, a
ciprofloxacina € mais ativa contra Pseudomonas aeruginosa assim como foi a primeira
quinolona a ser utilizada em diversas infecbes e ndo apenas limitada ao uso em

infecdes urinérias ou sexualmente transmissiveis [30, 38].

U%/COOH mcow F COOH
N N N
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F COOH F
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/I\I\) o} HN c?H
CHy

CH,
Ofloxacina Lomefloxacina Levofloxacina

Figura 10 — Fluoroquinolonas de segunda geragéo.

A atividade contra bactérias Gram (+) aumentou, significativamente, com a
terceira geracado (figura 11) com as fluoroquinolonas grepafloxacina, sparfloxacina e
temafloxacina, fundamentalmente devido a alteracBes na posicdo 5 do nucleo base

das fluoroquinolonas [38].

’ CHj 0
F COOH F COOH F. COOH
HaC, ‘ H4C ‘ HaC
CHs

Sparfloxacina Grepafloxacina Temafloxacina

Figura 11 — Fluoroquinolonas de terceira geracao.
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Uma maior atividade contra bactérias anaerdbias permitiu distinguir parte
destes novos compostos numa quarta geracdo de quinolonas (moxifloxacina,
gatifloxacina, trovafloxacina). A insercdo de um grupo metoxi na posicdo 8, a
substituicdo do grupo piperazina por um grupo pirrolidina ou diamidas mais complexas
séo as principais alteragdes verificadas nos compostos de quarta geracdo [38] (figura
12).

3

CH. (o]
F. COOH F. COOH F. COOH
) | |
Y\ ',
N N N N W, N N

HN ;
OCHs J\ HN\) OCHs l ) F
H H;'N\\\\ :
Moxifloxacina Gatifloxacina Trovafloxacina
.

Figura 12 — Fluoroquinolonas de quarta geracgao.

T

A vasta pesquisa realizada nesta area permitiu uma melhor definicdo das
alteracBes ao nucleo base das quinolonas que oferecem uma maior eficacia clinica,
resisténcia e toxicidade reduzida. Tais alteracBes incluem um grupo ciclopropil na
posicdo 1, um grupo metoxi na posicdo 8, um substituinte na posicdo 7 como um
grupo piperazina ou pirrolidina e um atomo de fldor na posi¢cdo 6. No entanto, a
remocdo do atomo de flior na posicdo 6 (suspeito de provocar genotoxicidade e
defeitos a nivel do sistema nervoso central) deu origem a quinolonas designadas de
des-fluoroguinolonas, sendo o primeiro composto desta geracao a garenoxacina [30].

As fluoroquinolonas sédo os Unicos agentes antibacterianos a competir com o0s
antibiéticos B-lactamicos (amoxicilina, cefalosporinas) ao nivel do seu impacto na
utilizacao clinica. Existe, atualmente, um enorme nimero de novas fluoroguinolonas e
as modificagdes estruturais efetuadas permitiram que esta classe de antibiéticos se
desenvolvesse drasticamente, desde o0s primeiros compostos sintetizados (com
aplicacao limitada) até aos novos compostos, cujo maior espectro de acdo e
farmacocinética permitem apenas uma dosagem diéria [32].
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Figura 13 — Relacao estrutura atividade das fluoroquinolonas - adaptada de [30].
2.2. Propriedades fisico-quimicas

2.2.1. lonizacéo

As fluoroquinolonas, como ja foi referido, pertencem a uma classe de agentes
antibacterianos com um largo espectro de atividade contra organismos Gram (+) e
Gram (=) assim como contra organismos anaerobios, sendo a sua acao terapéutica
fundamental, sobretudo em infecbes causadas por organismos resistentes a outras
classes de farmacos [32, 33].

As propriedades fisico-quimicas das quinolonas sdo um fator importante pois
influenciam o seu comportamento tanto in vivo como in vitro, sobretudo as suas
propriedades acido-base, o seu grau de ionizacdo, o seu caracter hidro/lipofilico e a
sua capacidade para complexar ibes de metais [39-41].

As fluoroquinolonas sdo uma classe de compostos relativamente insollveis em
agua. A presenca simultanea de um grupo carboxilo (no nucleo 4-quinolona) e de uma
amina (na posigdo 7 do grupo piperazina) confere ao composto caracteristicas
anfotéricas. Como consequéncia da sua anfotericidade € possivel existir mais do que
uma espécie em solucéo, dependendo do pH, devido a protonacao/desprotonacédo dos
grupos carboxilo e amina, sendo possivel encontrar as quinolonas em quatro formas
distintas (anibnica, cationica, iao-dipolar e neutra) [38, 40]. Os valores de pK, para
estes grupos funcionais encontram-se entre 5,5-6,3 para o acido carboxilico e 7,6-9,3
para o grupo amina [38]. Assim, para valores de pH baixos ambos o0s grupos

encontram-se protonados, conferindo a molécula uma carga geral positiva, enquanto a
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pH’s mais elevados a amina se encontra sob a forma de base livre e 0 grupo carboxilo
sob a forma de ido carboxilato, ou seja carregado negativamente. Devido a estas
propriedades, as fluoroquinolonas tendem a ser mais solUveis em pH’'s acidos ou
basicos e possuem solubilidade minima a pH’s fisiolégicos (neutros) [38]. A pH 7,4
(fisiolégico) as quinolonas encontram-se total ou parcialmente ionizadas influenciando
assim, o comportamento farmacoldgico destes compostos, uma vez que a presenca
de grupos carregados € necessaria para a sua atividade biolégica [41].

E importante relembrar que, a atividade antibacteriana das quinolonas depende
fortemente do pH do meio em que se encontram, visto atuarem por inibicdo da ADN
girase (enzima alvo destes farmacos) processo este que depende do pH e
concentracdo de &cido [37, 42]. No entanto, quinolonas com diferentes estruturas e

diferentes substituintes vao exibir diferentes a¢fes antibacterianas [41].

2.2.2. Complexacéao

As quinolonas possuem um grupo carboxilo e carbonilo fundamentais para a
sua atividade antibacteriana mas que também constituem um local onde pode ocorrer
complexacdo de diversos catides metalicos [43] que poderéa alterar as propriedades
farmacologicas e toxicologicas dos farmacos quando administrados sob a forma de
complexo de metal [44].

No que diz respeito & complexacgéo, o ido carboxilato geralmente coordena aos

ibes metélicos numa das seguintes formas (figura 14):

0 0O—M 0
R% R—< R{ >M
0—M 0—M o

Figura 14 — Diferentes modos de coordenacao de metais ao grupo carboxilo das quinolonas - adaptado de [45].

O atomo de azoto na posicdo 4 do grupo piperazina, visto ser um grupo
facilmente ionizavel, poderd participar na complexacdo no entanto o mais provavel
estabilizar o complexo e ndo o principal local de complexacéo [42].

A formacdo de complexos entre as quinolonas e de ides de metal divalentes
(alcalino-terrosos e transicao) tem um importante papel a nivel bioldgico. A capacidade
destes farmacos interagirem com alguns componentes celulares (proteinas,
membranas, acidos nucleicos e outras biomoléculas) é mediada através desta

complexagéo [42, 46, 47].
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In vivo, os metais de transicdo encontram-se presentes em concentracdes
extremamente baixas (vestigiais) e o0s ligandos no seu ambiente podem ser
consideravelmente alterados na presenca de concentracdes significativas de um
farmaco. Estas alteracdes no equilibrio entre o ido de metal e o ligando podem ter um
profundo efeito na atividade do farmaco contra bactérias potencialmente suscetiveis
[48].

2.3. Mecanismo de acao e resisténcia

2.3.1. Mecanismo de acéo

As fluoroquinolonas possuem um mecanismo de ag¢ao unico no que diz respeito
a agentes antimicrobianos, uma vez que interagem com dois alvos relacionados, mas
distintos. As fluoroquinolonas atuam por inibicéo, especifica, da atividade catalitica de
duas das enzimas responsaveis e essenciais a replicacdo e transcricdo do ADN
bacteriano e que se encontram ausentes em ceélulas humanas: a ADN girase e a
topoisomerase |V (topoisomerases do tipo Il) [38, 49-51]. A ADN girase é o0 alvo
principal em organismos Gram (-) enquanto que em organismos Gram (+) o alvo € a
topoisomerase 1V [49].

Na sua forma relaxada, o ADN apresenta-se como uma dupla hélice que pode
ser enrolada e torcida, no sentido oposto ao da hélice, provocando um
superenrolamento “negativo” da dupla hélice [49]. Para que a replicacéo se proceda, é
necessario a separacao das duas cadeias, ou seja, € fundamental que a dupla hélice
se desenrole [52]. O grau de enrolamento depende da acédo
superenrolamento/relaxamento pela qual a ADN girase (superenrolamento negativo) e
topoisomerase IV (relaxamento da molécula de ADN) séo responsaveis [19, 50]. Uma
vez que ambas as enzimas sdo essenciais ao crescimento e divisdo das células
bacterianas, ao bloquearem a agéo destas enzimas as fluoroquinolonas inibem todos
0S processos consequentes da sua acao levando, assim, & morte da célula bacteriana.

O local de acdo das quinolonas é intracelular [53]. Embora o mecanismo
especifico de como as quinolonas atuam sobre as topoisomerases, ou como a inibicéao
das enzimas leva a morte bacteriana ainda nao seja claro, atualmente defende-se que
os farmacos se ligam a um complexo formado entre o0 ADN e as topoisomerases,
induzindo uma estabilizacdo do complexo e causando o efeito letal destes farmacos,
uma vez que leva a quebra do ADN e bloqueia o processo de replicacdo do mesmo.
Complexos entre ADN, quinolona e a topoisomerase IV parecem criar uma barreira
fisica a replicacao deste [30, 52].
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De acordo com a estrutura base das quinolonas, os dois grupos carbonilo
adjacentes, pertencentes ao grupo carboxilo e oxo nas posicées 3 e 4, constituem
potenciais locais de complexacao de ides divalentes. Assim, existe a possibilidade das
quinolonas interagirem com a membrana externa da célula bacteriana como agentes
guelantes dos ibes magnésio ai presentes [19, 54]. Estes iBes ligam moléculas de
lipopolissacarideo entre si impedindo a entrada dos farmacos na célula. As quinolonas,
ao complexarem estes catibes vao destabilizar a estrutura da membrana externa
expondo, deste modo, locais da bicamada lipidica por onde os antibiéticos se podem
difundir. Esta via de permeacado € denominada de via autopromovida [38, 55].

As fluoroquinolonas sdo um grupo atrativo de farmacos para diversos tipos de
infecBes. Como resultado, o uso exagerado e indiscriminado destes antibioticos levou
a um aumento repentino e inesperado da resisténcia bacteriana a esta classe de

agentes antibacterianos [52].

2.3.2. Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia a acao antibacteriana das quinolonas ocorrem
por dois mecanismos fundamentais: alteracbes nas enzimas alvo (ADN girase,
topoisomerase IV ou ambas) e por altera¢gdes a nivel da permeacgéo (entrada e saida)
dos antibiéticos da célula [19, 30, 51, 52, 56].

AlteracBes a nivel das topoisomerases ocorrem através de mutacdes nos
genes que codificam as suas subunidades levando a uma menor afinidade dos
farmacos para com o complexo enzima-ADN. O transporte de fluoroquinolonas através
da membrana ocorre por trés possiveis processos: difusdo através da bicamada
lipidica, interface lipido/proteina ou através das porinas presentes na membrana
externa da célula bacteriana [53, 57]. Modificacdes a nivel de permeabilidade podem
dever-se a uma diminuicdo da permeabilidade da membrana externa por alteracdo das
proteinas membranares externas (porinas), nos organismos Gram (-), alterando o
mecanismo de influxo dos farmacos ou por alteracdo dos sistemas de transporte ativo
(bombas de efluxo) levando ambos, consequentemente, a uma acumulacao
intracelular reduzida das fluoroquinolonas [19, 30, 37].

Como consequéncia do uso excessivo das quinolonas, o aparecimento de
resisténcias  bacterianas  tornou  crucial a  apresentacdo de  novas
estruturas/mecanismos que permitam um espectro de acdo ainda mais abrangente de

modo a atuar sobre as estirpes resistentes.
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2.4. Estratégias de combate aresisténcia bacteriana

2.4.1. Complexos ternarios de cobre

Os iBes de metal tém um papel fundamental na acdo de alguns antibiéticos
tanto de origem sintética como de origem natural e estdo envolvidos em interacdes
especificas destas moléculas com proteinas, &cidos nucleicos e outras biomoléculas.
O aumento da incidéncia de resisténcia bacteriana levou a procura de novas
estratégias para melhorar os farmacos existentes e ao desenvolvimento de novos
compostos de atividade antibacteriana superior. Estudos recentes revelaram que o i&o
Cu?* tem um papel significativo no modo de ac&o das fluoroquinolonas, sugerindo que
a intercalacdo do farmaco como complexo de metal seria um passo importante neste
mecanismo [54].

O cobre é o terceiro metal biologicamente mais relevante, a seguir ao ferro e ao
zinco, exibindo uma acdo bioquimica consideravel, tanto como metal vestigial
essencial como constituinte de varios compostos administrados a humanos [58].
Embora seja conhecido por ser um elemento essencial na regulagdo de diversos
processos fisioldgicos (humanos), quando presente em excesso € capaz de induzir
toxicidade como: producdo de radicais livres, oxidacdo de lipidos, proteinas e ADN.
Cobre em excesso também pode levar ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (Doenca de Wilson, Doenca de Menke, Doenca de Alzheimer) [58,
59].

O interesse atual em complexos de cobre advém do seu potencial como agente
antimicrobiano, antivirico, anti-inflamatdrio, anti-tumoral, como inibidor de enzimas ou
nucleases quimicas [58]. Estudos efetuados reportam que a complexagdo com cobre
inibe eficazmente os mecanismos de efluxo permitindo uma maior acumulacdo
intracelular [60]. Deste modo, 0 estudo e desenvolvimento de complexos de cobre
podera ser util na conceg¢do e producdo de materiais antivirais e antibacterianos
capazes de desativar virus como o HIV ou H1N1 e bactérias resistentes a antibiéticos,
respetivamente [58].

Desde que, em 1979, Sigman e seus colaboradores descobriram que ibes
Cu?, quando complexados & 1,10-fenantrolina levavam a destruicdo do ADN,
complexos de cobre com ligandos dadores de azoto heterociclicos tém vindo a ser
utilizados devido as suas propriedades de intercalacdo e funcdo como nucleases
artificiais [61-63]. As propriedades antifingicas e antibacterianas de uma vasta gama

de complexos de cobre foram avaliadas contra varios fungos e bactérias patogénicos.
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Complexos de Cu(ll) com farmacos sdo bastante mais ativos na presenca de ligandos
heterociclicos dadores de azoto como a 2,2-bipiridina, 1,10-fenantrolina ou 2,2-
dipiridilamina [64].

As reac0es entre ibes de metal e fluoroquinolonas poderéo ser essenciais para
a atividade destes agentes uma vez que os ibes como Mg?, Cu®* e Fe?* permitem
estabelecer uma ponte entre a ligacdo da quinolona a ADN girase ou diretamente ao
ADN bacteriano [54]. Vérios estudos relativamente a interacdo entre diferentes
guinolonas e catides de metais foram ja revistos na literatura. Em particular, estudos
de complexos quinolona-cobre-1,10-fenantrolina tornaram-se um campo interessante e
importante devido a elevada afinidade para o ADN deste tipo de complexos [54],
conjugado com a possivel diminuicdo da resisténcia bacteriana, 0 que sugere o
conceito de complexos de metal de fluoroguinolonas como uma boa alternativa aos

farmacos convencionais [54, 65].

2.4.2. Encapsulacéo de farmacos na libertagéo controlada

A utilizacdo de lipossomas como vetores farmacoldgicos no transporte e
libertacdo de farmacos oferece vantagens sobre a administragdo convencional,
sobretudo na forma de administracdo tdpica, pulmonar e parental [6, 11]. A alteracdo
da sua farmacocinética e biodistribuicdo, observada em diversos casos, quando
comparadas com o farmaco livre leva, inclusive, a um aumento da eficicia terapéutica
do farmaco [6, 11].

Os beneficios da encapsulacdo de farmacos em lipossomas, que podem ser
aplicados como solucdes coloidais, aerossois, cremes ou géis, podem ser resumidos

em sete categorias [6, 11, 14]:

i) aumento da solubilizagcéo de farmacos lipofilicos e anfifilicos;
ii) direcionamento, passivo, para células do sistema imunitario;
i) libertagdo controlada de lipossomas administrados

localmente/sistemicamente;

iv) reducdo da sua toxicidade (fuga a deposicdo em determinados érgaos -
site-avoidance mechanism);

V) atuacao direta no local de acéo (site specific targeting);

Vi) transferéncia melhorada de farmacos diretamente nas células;

vii) penetracdo nos tecidos melhorada.
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A encapsulacéo de farmacos em lipossomas € ponderada quando os farmacos
possuem elevada poténcia e tempos de semi-vida curtos, na circulagdo sanguinea, ou
em locais de administracdo subcutanea, intramuscular ou intrapulmonar.

Os fatores mais importantes para a escolha do tipo de lipossoma
(convencionais ou de longa circulagédo), composicdo e preparacdo baseiam-se nas
propriedades fisico-quimicas e modo de acdo dos farmacos em questdo. No que diz
respeito a fase aquosa e quando se pretende aplicacdes in vivo, a sua tonicidade é
ditada pela osmolaridade dos fluidos biolégicos (~300 mOsm/kg) enquanto a forca
i6nica pode variar entre 150 e 200 mmol.dm™. As solu¢des aquosas utilizadas sdo
geralmente tamponadas (solugbes tampdo conhecidas) e numa gama de pH
compreendida entre 3,5 a 8,5. Como a presenca de alguns tampdes pode afetar a
estabilidade dos lipossomas e promover agregacdo e fusdo dos mesmos, em certos
lipossomas, neutros ou carregados séo utilizadas, preferencialmente, solugcdes néo
ibnicas como a lactose e glucose (5%) ou Sacarose (10%) [14, 66].

Existe um numero de propriedades fisico-quimicas dos farmacos a ter em
consideracdo aquando da utilizacdo de um sistema de transporte lipossémico:
estabilidade, solubilidade, tamanho (peso molecular), carga e poténcia, sendo esta
ultima uma das propriedades mais importantes. Regra geral, quanto menos moléculas
um sistema transportar, mais potente terd de ser o farmaco. No entanto, o uso de
elevadas quantidades do sistema de transporte aumenta a probabilidade de ocorrerem
problemas a nivel de toxicidade, metabolismo, eliminacéo e biodegradabilidade. Uma
vez que os lipossomas permitem o transporte de uma maior quantidade de moléculas,
a poténcia do farmaco ndo é o maior problema que estes sistemas de transporte
encaram [5]. Existem quatro fatores, fundamentais na formulagdo de um sistema
lipidico de transporte/libertagdo, que influenciam o comportamento in vitro dos
lipossomas, assim como a sua biodistribui¢éo [7, 11]:

i) os lipossomas tendem a libertar o material encapsulado se a sua
formulacao nao incluir colesterol;
i) lipossomas mais pequenos sao eliminados mais lentamente do que

lipossomas maiores;

iii) 0 tempo de semi-vida de um lipossoma aumenta com a concentracdo de
lipido;
iv) lipossomas carregados s&o eliminados mais rapidamente do que

lipossomas neutros.
A encapsulacdo de farmacos em lipossomas representa um sistema de

libertacdo controlada que aparenta oferecer vantagens terapéuticas importantes
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relativamente aos outros métodos de libertacdo. Uma vez que a encapsulagéo altera
radicalmente a absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de um farmaco (a sua
farmacocinética), esta podera contornar grande parte dos problemas atuais existentes
na libertacdo controlada. Embora grande parte das suas aplicacbes envolva injecdes
intravenosas das preparagdes lipossémicas € possivel a concecdo de outras vias de
administracdo (oral, ocular e transdérmica) [7, 12].

Embora existam estudos que abrangem os mais diversos farmacos, as
quinolonas, ndo se encontram extensamente investigadas na area dos sistemas de
transporte. A maior parte dos estudos de interagdo de quinolonas com lipossomas
prende-se com a determinacao de coeficientes de particdo e estudos fisico-quimicos e
apenas uma pequena parte desses estudos foca a encapsulagdo das quinolonas em
vesiculas lipidicas. No entanto 0s poucos estudos existentes demonstram e

evidenciam o potencial clinico promissor da sua encapsulagédo em lipossomas [7, 12].

3. Processos de Encapsulacao

Os farmacos podem interagir com os lipossomas de variadas formas. Estas
interagbes dependem de propriedades fisico-quimicas como a solubilidade e
polaridade. Farmacos hidrossoluveis podem ser encapsulados no compartimento
aquoso, dissolvidos ha membrana ou intercalados na zona das cabecas polares. No
caso de farmacos lipossoluveis, a Unica possibilidade de encapsulagdo dos mesmos
em lipossomas encontra-se na parte hidrofébica das vesiculas lipidicas (cadeias
hidrocarbonadas) aquando da sua preparagéo [11].

Os diferentes farmacos podem ser encapsulados em lipossomas de dois
modos: durante a sua preparacao (encapsulacdo passiva) ou apos a sua formacao
(encapsulacdo ativa). Independentemente da encapsulacdo ser passiva ou ativa,
quatro requisitos deverdo ser cumpridos para que os lipossomas se possam tornar
terapeuticamente eficazes [11, 23, 67]:

1. uma encapsulacao estavel e suficiente em lipossomas, de modo a alcancar o
local de acdo ao nivel necessario para atingir eficacia terapéutica;

2. uma circulagéo prolongada, no plasma, na forma lipossémica;

3. uma libertagcao dos farmacos encapsulados nos tecidos alvo;

4. uma libertagcdo dos farmacos encapsulados nas células alvo.

Para que os sistemas de libertacdo controlada possuam uma circulagéo
prolongada e eficacia terapéutica nos tecidos e células alvo, é fundamental, em

primeiro lugar, assegurar uma encapsulacédo estavel e elevada em sistemas lipidicos
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mais simples antes de proceder a modificacbes na sua composi¢cdo. Deste modo,
embora todos os pontos sejam de elevada importancia, focar-nos-emos apenas no

ponto 1.

3.1. Encapsulacéo passiva

A encapsulacdo passiva é o método de encapsulacdo mais simples e mais
adequado na utilizacdo de farmacos hidrossollveis pois envolve a formacdo dos
lipossomas numa solucdo aquosa do farmaco que se pretende encapsular. Embora
seja um método simples e frequentemente utilizado, este tipo de encapsulacdo
depende da capacidade dos lipossomas capturarem um determinado volume aquoso
dependendo, deste modo, do tipo de vesicula utilizada (a eficiéncia de encapsulacdo
varia de 1% para SUV's até cerca de 88% para algumas MLV’s) [23, 68]. O método
mais frequente para a encapsulacéo deste tipo de farmacos baseia-se na hidratacao
do filme lipidico com o farmaco, em solugéo aquosa, e, apos extrusdo dos lipossomas,
remocdo de todo o farmaco ndo encapsulado através de técnicas como didlise,
filtrac@o por gel, ultracentrifugagéo ou permuta idnica, esta ultima no caso de farmacos
com carga [14].

A maior desvantagem deste tipo de encapsulagéo é a baixa percentagem de
encapsulagdo, uma vez que a fracdo de farmaco que permanece dentro dos
lipossomas é, no maximo, igual ao volume interno aquoso da vesicula selecionada [11,
14, 69].

No método de encapsulacdo passivo assume-se que 0S COmpostos serdo
encapsulados por introdugdo dos mesmos nos lipossomas antes ou em determinada
altura da sua preparacao. No entanto, farmacos com grupos ionizaveis e com
propriedades hidro/lipofilicas, tal como as fluoroquinolonas, também podem ser
introduzidos nos lipossomas ap6s a formagdo dos mesmos. Normalmente, a
encapsulagao deste tipo de compostos é dificil uma vez que a sua lipofilicidade leva a
gue possam difundir-se, facilmente, para dentro e para fora da membrana,
estabelecendo um equilibrio entre o interior e o exterior do lipossoma. Uma grande
parte dos compostos com atividade terapéutica sdo compostos com as propriedades
acima referidas sendo, consequentemente, a sua encapsulacdo passiva em
lipossomas um processo complicado [15, 69]. Quando se verificam estas condicbes
sdo preferiveis métodos de encapsulacdo ativa, visto os farmacos serem
encapsulados em vesiculas lipidicas pré-formadas através da utilizacdo de um

gradiente transmembranar [69].
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3.2. Encapsulacao Ativa

A encapsulacdo ativa de farmacos dentro de lipossomas pode ocorrer por
diferentes processos: Através da criagdo de gradientes de pH, por diferentes métodos
de preparacdo dos lipossomas ou através da criagdo de um gradiente de ibes de
metal. Este dltimo, deriva do método de encapsulacéo via ionéforos, no entanto nao é
estabelecido um gradiente de pH e baseia-se apenas na encapsulacdo de ides de

metais, N0 nosso caso metais de transicdo, e um ou mais farmacos [70].

3.2.1. Encapsulacéao através de gradientes de pH

Um dos possiveis métodos de encapsulacdo ativa consiste na encapsulagéo
ativa de farmacos dentro de lipossomas, apds o estabelecimento de um gradiente
transmembranar de pH, entre o interior e 0 exterior do lipossoma e é frequentemente
utilizado em farmacos com propriedades de acidos/bases fracos.

O mecanismo de encapsulacdo de farmacos dentro de lipossomas consiste na
permeacao, na sua forma neutra, para o interior do lipossoma onde ficara carregado,
devido a diferenca de pH. Consequentemente, este permanecera encapsulado visto a
velocidade de difusdo de moléculas carregadas, através da bicamada lipidica, ser
substancialmente menor do que para moléculas neutras (a sua lipofilicidade é
significativamente reduzida). A acumulacdo dos farmacos dentro dos lipossomas
continua enquanto se mantiver o gradiente entre 0 meio externo e o meio interno. As
técnicas de encapsulacao envolvendo gradientes de pH podem ser designadas por
encapsulagfes ativas ou remotas e habitualmente envolvem dois passos: a geragéo
do gradiente e a subsequente encapsulagéo do farmaco [14, 15, 24, 66].

Uma das possiveis desvantagens deste método, embora seja possivel
acumular quantidades substanciais de farmaco dentro dos lipossomas, é a libertacédo
do farmaco através da membrana a medida que o gradiente cessa de existir.

Atualmente existem, pelo menos, 4 meétodos utlizados para a encapsulagéo de
farmacos com propriedades anfipaticas, por criacdo de gradientes de pH [69]:

1. preparacdo dos lipossomas em tampdo citrato pH 4,0 (encapsulacdo por
gradiente de pH) — para a encapsulacao de acidos/bases fracas;

2. encapsulagéo utilizando uma solucéo de sulfato de aménio (encapsulagao por
gradiente transmembranar de ido amdénio) — para a encapsulacdo de bases
fracas;

3. formacdo de lipossomas numa solucdo de sulfato de magnésio pH 6,5
(encapsulacao via ionéforos) e,
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4. preparacdo de lipossomas utilizando solugcdes de sais de acetato
(encapsulacdo por gradiente transmembranar de acetato) — para a
encapsulacao de acidos fracos.

Uma vez que no decorrer deste trabalho apenas se utilizaram os gradientes
transmembranares de sulfato de amoénio e acetato (gradientes de pH) e gradientes

transmembranares de ibes de metal, apenas estes serdo descritos em pormenor.

3.2.1.1. Criacdo de gradiente de pH através de gradientes

transmembranares de sulfato de amoénio

As fluoroquinolonas como ja foi referido anteriormente, sdo moléculas
anfipaticas, com caracteristicas de ido dipolar, soliveis e com carga a pH acido ou
alcalino mas que se encontram na sua forma neutra (baixa solubilidade) a pH
fisiologico (pH 7,4) condicbes necessarias para maior parte das técnicas de
encapsulacdo). Embora a encapsulacdo por gradiente de pH (tamp&o citrato) seja
igualmente utilizada para a encapsulacéo de fluoroquinolonas, a criagdo de gradientes
transmembranares utilizando sulfato de aménio (figura 15) origina percentagens de
encapsulacdo superiores, de acordo com a bibliografia [8, 11, 69], sendo por esse
motivo 0 processo de encapsulacao selecionado para os estudos apresentados.

A preparacdo dos lipossomas para este método de encapsulacao consiste na
hidratacédo do filme lipidico numa solucdo de sulfato de amoénio, pH 5,5, e posterior
substituicdo do meio externo por uma solucéo salina, ndo tamponada, frequentemente
NaCl 150 mmol.dm®. O gradiente transmembranar é criado pela difusdo de uma
pequena quantidade de amoniaco através da vesicula, estabelecendo um interior
acidico com um baixo valor de pH. No exterior do lipossoma, as fluoroquinolonas que
se encontrem na sua forma neutra e que se difundam para o interior do lipossoma,
serdo protonadas, ficando sobre a forma catidnica e consequentemente encapsuladas
dentro da vesicula. Este processo repete-se até a total encapsulacdo das
fluoroquinolonas ou até cessar a difusdo de amoniaco para o exterior da membrana e

consequente ionizagdo/protonagdo no interior do lipossoma [8, 14].
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DH'*=—D+H

Figura 15 — Representacdo esquematica da encapsulacdo de farmacos através da formagcdo de um gradiente
transmembranar de sulfato de aménio. Tampao interno sulfato de amoénio, pH 5,5, e tampé&o externo NaCl 150

mmol.dm™. DH'/D=farmaco na sua forma protonada/neutra [8].
O papel do i&o aménio

A encapsulacdo através deste método, remete para a capacidade do ido
amonio se dissociar hum protdo e numa molécula de amoniaco (coeficiente de

permeabilidade elevado), de acordo com a reacgéo traduzida pela equacgéo:

NH} <——NH; + H*

Quanto maior for o pH, maior é a extensao da dissociacao e mais moléculas de
amoniaco se formam porém, para valores baixos de pH a dissociacdo € menos
extensa e 0o meio contém mais iBes amoénio. O amoniaco difunde-se através da
membrana para 0 meio aquoso externo, devido a sua elevada permeabilidade. Ao
passar para 0 meio externo cria, dentro dos lipossomas, um excesso de protdes e,
consequentemente, um gradiente de protes (para além do gradiente de i6es amoénio)
onde |H*|jipossoma > |H Imeio externo tornando o meio interno acidico. Esta
acidificacdo impede a dissociagdo de mais ides NH; e consequentemente a difusdo de
amoniaco dos lipossomas estabilizando, deste modo, o sistema. Ao adicionar o
farmaco a este sistema, este vai difundir-se para o interior dos lipossomas na sua
forma neutra. Apds a difusdo, o farmaco vai ser protonado, devido ao excesso de
protbes presentes no interior do lipossoma. Ha assim um aumento do pH do meio
interno, reiniciando o processo de dissociagdo do i&o NHf em NH; e H* permitindo,
deste modo, a continuacdo do ciclo de encapsulagcdo. Este ciclo continua até que
todos os ibes NH; sejam substituidos pelas moléculas que se pretende encapsular
[67].
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7

A fungdo do contra-ido do ido NHf é o controlo da estabilidade da
encapsulacao e o perfil e velocidade de libertacdo do farmaco (com propriedades de
base fraca) do lipossoma para a fase aquosa externa. Dos anifes, de baixo peso
molecular, geralmente utilizados em encapsulacbes através de iBes amoénio a
estabilidade é mais elevada para o ido sulfato e segue a seguinte ordem:

sulfato>citrato>fosfato>cloreto>glucoronato [67, 69].

3.2.1.2. Criacdo de gradiente de pH através de gradientes

transmembranares de acetato

Neste tipo de encapsulagédo, os lipossomas sdo preparados numa solucéo
aquosa contendo o sal de um &cido fraco (geralmente, acetato de calcio ou sodio, a
pH compreendido entre 5 e 7) de modo a encapsular farmacos anfifilicos com
comportamento de &cidos fracos. O meio externo é, por sua vez, substituido por uma
solucdo de sulfato de sodio na mesma concentracdo de modo a manter a
osmolaridade em ambos os compartimentos do lipossoma [66, 69, 71]. Enquanto os
ides de calcio se mantém no interior do lipossoma, devido & sua carga, o acido acético
formado no interior das vesiculas facilmente permeia a membrana, tornando 0 meio
interno mais alcalino (devido ao excesso de ifes hidroxilo) e comporta-se como um
transportador de protdes, estabelecendo o gradiente de pH (figura 16). Ao permear
para 0 meio externo vai protonar o farmaco (inicialmente com carga negativa)
tornando-o numa espécie neutra sendo, entdo, encapsulado dentro do lipossoma por
difusé@o através da bicamada lipidica. Ja dentro do lipossoma, como consequéncia da
alcalinidade do meio, o farmaco perde um protdo e fica carregado negativamente,
formando um precipitado com os ides de metal presentes (Ca?* ou Na*). A precipitacdo
estabiliza a encapsulacdo e permite evitar problemas associados com efeitos de
osmolaridade [69, 71].
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Figura 16 — Representagdo esquematica do gradiente de pH transmembranar estabelecido por acetato de calcio como

DH/DCOOH=farmaco na sua forma aniénica/neutra [8].

Uma vez que o gradiente de acetato de célcio fornece a forca motriz para o
processo de encapsulacdo ocorra pode-se afirmar que este € um método de
encapsulacdo ativo. Este método baseia-se no mesmo principio que o método de
encapsulacao por gradiente transmembranar de sulfato de amdénio. Em ambos, existe
um equilibrio entre duas espécies cujos coeficientes de permeabilidade diferem em
varias ordens de magnitude. No entanto, a natureza das espécies envolvidas (as que
facilmente permeiam a membrana e as que se mantém encapsuladas) € diferente, o
gue permite a encapsulacdo, num caso, de acido fracos anfifilicos e no outro, bases

fracas anfifilicas [72].

3.2.2. Encapsulacdo através de um gradiente transmembranar

de i0es de metal de transicéao

Lipossomas com i6es de metal encapsulados no seu interior tém vindo a ser
utilizados em aplicacdes de diagnéstico, como por exemplo no transporte de agentes
de contraste para acumulacdo dos mesmos em determinada parte do corpo.

Nos estudos de encapsulagédo da doxorubicina e ciprofloxacina verificou-se que
€ possivel a sua encapsulacdo na presenca de MnSO,4 e de um iondéforo existindo,
simultaneamente, um gradiente primario “idnico” (estabelecido apés a preparacao de
lipossomas em MnSQO,) e um gradiente secundério de pH (estabelecido pela adicdo de
um ionéforo adequado) [8, 70, 73]. No entanto, também € possivel a encapsulacéo da
doxorubicina [70, 73] na presenca de um gradiente de MnSO,4 mas na auséncia de um
gradiente de pH. Neste caso, a forca motriz para a encapsulacdo € a complexacao

com o catido Mn?* [74]. A presenca de um interior lipossémico acidico e um meio
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exterior neutro/basico permite que farmacos que se encontrem na sua forma neutra, a
pH neutro ou alcalino, e essencialmente na sua forma carregada em meio &cido,
sejam facilmente encapsulados dentro de um lipossoma [70].

Neste método de encapsulacdo prevé-se a encapsulacdo em lipossomas, de
um ou mais farmacos, na auséncia de um iono6foro. Neste tipo de encapsulagdo os
lipossomas podem ser preparados por dois procedimentos diferentes, de acordo com
o tipo de lipossomas que se pretende formular. Os metais de transicdo podem ser
encapsulados nos lipossomas de acordo com as técnicas convencionais conhecidas
[70].

Para a encapsulacdo de um farmaco: Preferencialmente os lipossomas

deverdo ser formados em solucdes contendo um sal de i&o de metal de transicéo,
farmaceuticamente aceitavel e solavel em solu¢do aquosa como por exemplo cloretos,
sulfatos, acetatos ou nitratos numa concentracdo entre 50 e 800 mmol.dm3. O
farmaco a encapsular devera ser capaz de coordenar o ido de metal presente no
interior do lipossoma, como as (fluoro)quinolonas, antraciclinas e outros antibigticos
gque possuam locais de coordenacdo como aminas, grupos carbonilo ou carboxilo.

Para encapsulacdo de dois ou mais farmacos: o método de preparacdo dos

lipossomas é semelhante, diferindo apenas na hidratacdo do filme lipidico, que neste
caso ¢ feito pela encapsulacéo passiva de uma mistura do(s) farmaco(s) pretendido(s)
e 0 ido de metal de transicdo. Posteriormente, 0s restantes agentes a encapsular
serdo inseridos no interior dos lipossomas através de encapsulacdo ativa. Estes,
deverdo ser capazes de transpor a membrana lipidica quando presentes no meio
externo mas incapazes de a permear na forma de complexo.

Quanto ao meio externo, este € substituido por uma solugdo tampédo a pH
fisiol6gico, e de modo a que os lipossomas ndo contenham qualquer ido de metal livre
em solugcdo ou complexado a sua superficie adicionando, para o efeito, um agente
complexante a solucdo tamp&o, se necessario. Um exemplo de solugbes tampéo
frequentemente utilizadas neste tipo de estudos sdo HBS (Hepes 20 mmol.dm™, NaCl
150 mmol.dm®) pH 7,4 ou SHE (Sacarose 300 mmol.dm™, Hepes 20 mmol.dm®,
EDTA 30 mmol.dm™) pH 7,4.

A determinacdo do farmaco encapsulado, neste método de encapsulagéo, €
feita por rutura dos lipossomas numa solucédo de detergente, aquecimento até ao seu
“ponto nuvem” e posterior arrefecimento a temperatura ambiente, uma vez que a
utilizacdo de solventes organicos poderd alterar as propriedades quimicas do

complexo formado. O ponto nuvem é um fendémeno no qual solucbes aquosas

micelares de alguns surfactantes exibem turbidez por aquecimento ou arrefecimento
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acima ou abaixo de uma determinada temperatura. Quando uma solu¢do micelar de
um surfactante ndo-iénico é aquecida acima da temperatura do ponto nuvem ocorre a
formacdo de duas fases, uma das quais rica em surfactante e a outra contendo uma
concentracdo de surfactante préxima da sua concentracdo micelar critica a essa
temperatura. Este fendmeno é reversivel e apds arrefecimento forma-se novamente
uma Unica fase [75]. Embora a simples adicdo de um detergente (surfactante) nao
ibnico, numa concentragdo acima da sua concentracdo micelar critica, a uma
suspensdo de lipossomas seja suficiente para levar a rutura dos mesmos, na presenca
de sistemas lipidicos saturados e com colesterol, a mistura lipossomas/detergente,
deverd ser aquecida até ao seu “ponto nuvem” para solubiliza¢do total das vesiculas,
ou através da utilizagdo de maiores concentragbes de surfactante (tendo em
consideracdo o fator diluicdo) sendo posteriormente arrefecida para que a sua
medicao através de técnicas espectroscopicas seja possivel [76-78].

Para qualquer um dos métodos acima mencionados é sempre necessario
estabelecer um gradiente transmembranar assim como remover qualquer farmaco néo
encapsulado do meio exterior do lipossoma.

O gradiente de pH é formado, regra geral, por substituicdo do tampéao existente
no exterior dos lipossomas (solu¢cao com a qual os lipossomas sao hidratados). Apés a
extrusao, as LUV's sado sujeitas a didlise, por 24h, contra o tampao externo desejado.
No entanto, este passo é passivel de ser substituido e o gradiente ou material ndo
encapsulado ser formado/removido através de um de dois métodos alternativos:

1. através da passagem das LUV’'s por uma coluna de Sephadex G-50
equilibrada com o tamp&o externo desejado;

2. utilizacao de mini colunas de spin de Sephadex G-50.

As mini colunas de spin além de permitirem uma rapida separacdo dos
lipossomas do seu tampédo de hidratacdo e do farmaco ndo encapsulado facilitam a
monitoriza¢cdo do consumo do farmaco ao longo do tempo [8].

As mini colunas de spin possuem, ainda, a vantagem de serem um método de
separacdo rapido que requer pequenas quantidades de amostra e que pode ser
utilizado em amostras diferentes simultaneamente. A sua maior vantagem é, no
entanto, o facto de os lipossomas poderem ser recuperados sem praticamente

qualquer diluicdo da amostra [15].



FCUP

Estudo, caracterizacdo e desenvolvimento de sistemas de libertagédo controlada para as quinolonas e seus derivados

3.3. Libertacdo do farmaco encapsulado

Como sistemas de transporte, os lipossomas tém como objetivo principal
alcancar uma localizagdo seletiva e suficientemente elevada do farmaco ativo em
locais como tumores ou tecidos inflamados, além que para alcancar uma eficacia
terapéutica, o farmaco encapsulado nos lipossomas devera encontrar-se disponivel
para as ceélulas alvo [67].

A retencdo do farmaco no interior do lipossoma é um fator importante pois é
necessario que ele se mantenha no seu interior tempo suficiente para atingir o seu
alvo, altura em que a libertacao de algum farmaco é aceitavel e até necessaria [67]. A
velocidade de libertacdo do farmaco pode ter implicacbes ao nivel dos efeitos
terapéuticos do sistema de transporte/libertacdo. Em sistemas lipossomicos o farmaco
encontra-se indisponivel enquanto estiver associado ao sistema de transporte e a
incapacidade de libertar o seu contetido num periodo de tempo viavel pode resultar
numa diminuigcdo do efeito terapéutico quando comparado com o farmaco na sua
forma livre. Por outro lado, uma libertagdo demasiado répida do lipossoma pode
resultar em efeitos terapéuticos iguais aos do farmaco livre [5].

A retencdo dos farmacos pode ser regulada pela escolha da composicédo da
membrana lipossémica. No que diz respeito ao tamanho, maior parte dos sistemas
lipossémicos sdo formados por vesiculas unilamelares grandes (LUV’S) cujos
didmetros se encontram perto de 100 nm. Deste modo, o0 seu volume interno aquoso é
suficiente para transportar volumes consideraveis de material encapsulado mas
também s&o estruturas pequenas o suficiente para circularem tempo suficiente na
corrente sanguinea de modo a atingirem os locais desejados (tempos de circulagcdo
prolongados também se encontram associados a sistemas com diametros inferiores a
250 nm) [67, 79]. A composi¢éo lipidica de uma LUV ir4 afetar o tempo de circulacéo
assim como a retencao do farmaco. Estudos efetuados revelam que a fosfatidilcolina,
esfingomielina e o colesterol, assim como a substituicdo de lipidos insaturados por
lipidos saturados permitem um aumento de ambos os fatores [67]. A tabela 1
apresenta uma medida da libertagdo do material encapsulado em funcdo da
composicao lipidica selecionada para a preparacdo dos lipossomas, que confirma que
a medida que a cadeia hidrocarbonada e a saturacdo do fosfolipido aumenta, na
presenca de colesterol, mais lenta é a libertacdo do material que se encontra no

interior da vesicula.
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Tabela 1 — Efeito da composigao lipidica na estabilidade, in vitro (plasma de rato, 37°C), de SUV's - adaptado de [14].

Composicao % de carboxifluoresceina libertada
1 min 1h 5h 29 h 48 h
EPC 51,8 100
HEPC 6,6 2,6 4,6
DSPC 3,9 2,6 7
EPC/Col 2,6 3,2 3,9
DLPC/Col 25,4 84,5
DOPC/Col 2,7 2,2 13
DMPC/Col 0,5 1,1 2,5
SM/Col 0,3 0,5 0,7 1,4
DPPC/Col 0 0 0,3 0,8
DSPC/Col 0 0 0 1 1,6

Abreviaturas: EPC — Fosfatidilcolina do ovo; HEPC- Fosfatidilcolina do ovo hidrogenada

Um ponto essencial da avaliacdo de um sistema de transporte e libertacdo de
farmacos € a velocidade de libertacdo do farmaco do sistema lipossémico. Os estudos
de libertacdo in vitro sdo geralmente utilizados ndo sé no controlo de qualidade das
formulacdes mas também na previsdo do seu comportamento in vivo. Deste modo, os
estudos de libertacdo de sistemas lipossémicos de transporte/libertacdo de farmacos
em modelos animais (in vivo), s6 se justificam para formulacdes que nos testes in vitro
permitam prever o seu comportamento farmacoldgico, farmacocinético, perfil de
libertacdo e biodistribuicio e que demonstrem potencial (apés desenvolvimento

farmacéutico) para se tornarem aceites farmacologicamente como alternativas a

terapéutica convencional [14, 80].
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Objetivos e Enquadramento

Um dos mais preocupantes e atuais problemas em Saude Publica € o aumento
da resisténcia bacteriana a antibidticos, sendo a necessidade de otimizar e melhorar
0s antibidticos existentes e/ou desenvolvimento de novos farmacos um dos principais
objetivos a alcancar. No entanto, dada a morosidade do processo de desenvolvimento
de novos farmacos, a formulacdo e apresentacao dos atuais agentes antimicrobianos
sob novas formas tem sido alvo de extensa investigagao.

A frequente, e por vezes abusiva, prescricdo de antibiéticos da familia das
(fluoro)quinolonas para o tratamento das mais diversas infe¢des, a sua reformulacdo
qguer através da sua encapsulacdo em lipossomas ou da sintese de derivados de
fluoroquinolonas (complexos ternarios de cobre) como alternativa a terapéutica
convencional podera constituir um recurso para a atenuacao da crescente resisténcia
bacteriana.

Neste sentido o trabalho efetuado nesta dissertacdo visou essencialmente o
estudo da: (i) encapsulacéo de fluoroquinolonas de 22 e 32 geracdo em lipossomas de
diferente composicao lipidica (PMPC, SPM e SPPC) e colesterol; (ii) sintese de
complexos ternarios de cobre, 1,10-fenantrolina e fluoroquinolonas e (iii) possivel

encapsulagédo destes complexos ternarios nos sistemas lipossomicos.

O estudo da encapsulacdo de fluoroquinolonas em lipossomas permitiu avaliar
a influéncia das propriedades fisico-quimicas das varias fluoroquinolonas e dos varios
sistemas lipidicos na percentagem de encapsulacdo. A encapsulacdo de
fluoroquinolonas foi realizada através de métodos de encapsulacdo passivos
(hidratacdo do filme lipidico) e ativos (gradientes de pH), no entanto verificou-se que a
encapsulagédo s era eficaz através de métodos de encapsulacdo ativos utilizando
gradientes transmembranares de pH de sulfato de aménio.

A sintese de complexos ternarios de cobre com varias fluoroquinolonas e 1,10-
fenantrolina foi efetuada por otimizacdo de alguns processos descritos na literatura. A
caraterizacdo destes complexos foi efetuada por espectroscopia de UV/Visivel e de
Infravermelho e por difragdo de Raio X (em alguns casos a primeira estrutura cristalina
conhecida para o complexo ternario).

Estudos microbiologicos, ja efetuados, para alguns destes complexos, mostram
a sua potencial acdo como antibiéticos. No entanto, a sua encapsulacdo em sistemas

lipidicos podera ser vantajosa, minimizando processos de decomposi¢cao/substituicdo
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em fluidos biolégicos. Assim sendo, foi testada a encapsulacdo do complexo no
sistema lipossémico SPPC:Col.

Os métodos de encapsulacdo, passivos e ativos, previamente utilizados para
as fluoroquinolonas foram testados. No entanto, a percentagem de encapsulacdo
obtida foi muito baixa. Deste modo, e com base nas caracteristicas dos dois ligandos
utilizados, desenvolveu-se um método de encapsulacdo que envolveu a formagéo do
complexo terndrio no interior dos lipossomas.

A formacdo do complexo foi efetuada utilizando duas metodologias de
encapsulagéo: (i) utilizacdo de gradientes transmembranares de pH utilizando acetato
de cobre e, (ii) utilizacdo de gradientes transmembranares de ibes de metais de
transicao.

Estudos de estabilidade foram realizados quer para as fluoroquinolonas quer
para o complexo ternario encapsulado e verifica-se que embora para as
fluoroquinolonas exista uma boa retencao no interior dos lipossomas, apdés quatro
semanas de armazenamento, para 0 complexo existe uma perda significativa do
material encapsulado, para 0 mesmo sistema lipossémico.

Por fim, foi determinada a possivel influéncia de condicdes fisiologicas (pH 7,4
e 37°C) na retencao das fluoroquinolonas e do complexo ternario em lipossomas
através de estudos de libertacdo na presenca de PBS, SBF e FBS (meios que
mimetizam as condic¢es fisioldgicas).

A maior parte da literatura existente sobre encapsulacdo de quinolonas foca a
encapsulacao da ciprofloxacina (fluoroquinolona de 22 geracéo) e frequentemente para
os lipidos DSPC e DPPC ou lipidos de origem natural como a fosfatidilcolina do
ovo/soja. Este estudo utilizou lipidos de cadeias hidrocarbonadas diferentes e
fluoroquinolonas distintas mas estruturalmente semelhantes contribuindo, deste modo,
para uma maior caracterizacdo da influéncia dos lipidos no desenvolvimento de
sistemas de transporte/libertacéo de fluoroquinolonas.

Esta dissertacao esta estruturada fundamentalmente em trés capitulos.

No primeiro capitulo, introducéo tedrica, apresenta-se um breve resumo do
estado da arte, focando a importancia dos lipossomas como sistemas de
transporte/libertacdo controlada, das quinolonas e seus derivados (complexos
ternarios de cobre) como estratégias de combate a resisténcia bacteriana. Neste
capitulo encontram-se, ainda, definidos os conceitos basicos fundamentais a
compreenséo e execucgdo do trabalho experimental.

O segundo capitulo, a metodologia experimental, onde se descrevem as

diferentes metodologias utilizadas encontra-se dividido em quatro subcapitulos:
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e preparacéo e caracterizacdo dos lipossomas utilizados;

e métodos de encapsulacdo de fluoroquinolonas em lipossomas e todos os
procedimentos experimentais associados (determinacdo de percentagens de
encapsulacao, estudos de estabilidade e estudos de libertagdo em condi¢des
fisiolégicas);

e sintese e caracterizacdo espectroscopica de complexos ternarios de cobre com
fluoroquinolonas e 1,10-fenantrolina e,

e métodos de encapsulacdo de complexos ternarios de cobre em lipossomas,
assim como estudos da sua estabilidade e libertacdo em condicdes fisiologicas.
No terceiro capitulo, resultados e discussao, apresentam-se:

(1) os resultados obtidos relativamente as percentagens de encapsulacdo das
diferentes fluoroquinolonas em estudo, em lipossomas de diferente composicao
lipidica e os resultados obtidos no estudo da estabilidade das mesmas, apés
armazenamento, para o sistema SPPC:Col. Por fim apresenta-se o estudo da
sua libertacdo em condicdes fisiol6gicas (PBS e SBF);

(2) os resultados da sintese e caracterizacdo de oito complexos ternarios de
cobre, 1,10-fenantrolina e fluoroquinolonas e,

(3) os resultados do estudo da encapsulagdo do complexo ternario de cobre e
levofloxacina, em lipossomas através dos métodos ja utilizados para as
fluoroquinolonas e através da formacgé&o do complexo no interior dos lipossomas
assim como os resultados dos estudos da sua retencdo/estabilidade e da sua

libertacdo em condicdes fisiologicas (PBS, SBF, FBS).
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Metodologia Experimental

O presente capitulo terd& como objetivo a descricdo, de um modo geral, de

todas as condicBes e execucdes experimentais, instrumentacdo e reagentes utilizados.

1. Reagentes e solucgoes

Todas as fluoroquinolonas foram adquiridas a Sigma, com exce¢do da
moxifloxacina que foi uma oferta da Bayer, armazenadas a temperatura ambiente
(ciprofloxacina, levofloxacina, sparfloxacina), a 4°C (norfloxacina, ofloxacina,
pefloxacina) ou a -18°C (lomefloxacina, prulifloxacina) ao abrigo da luz e utilizadas
sem purificacéo adicional.

Os lipidos, 1-Esteroil-2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (SPPC), 1-
Palmitoil-2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PMPC) e Esfingomielina do ovo (SPM)
foram adquiridos a Avanti Polar Lipids, armazenados a -18°C e utilizados sem
qualquer purificacéo adicional.

O colesterol foi adquirido a Sigma, armazenado a -18°C e utilizado sem
qualquer purificacéo adicional.

O sulfato de amoénio, hidroxido de sédio e metanol de qualidade p.a. foram
adquiridos a Merck e o etanol (p.a.) a Panreac.

A sacarose, cloreto de sédio e 1,10-fenantrolina foram adquiridos a Sigma e
armazenados a temperatura ambiente.

Os sais de metal utilizados para a sintese e formacdo de complexos ternarios
em lipossomas (nitrato de cobre trihidratado e acetato de cobre monohidratado) foram
adquiridos a Fluka e Sigma, respetivamente.

As solucdes padrdo de dihidrogenofosfato de potassio de qualidade p.a.,
utilizadas no doseamento dos lipidos, foram adquiridas a Merck e preparadas por
diluicdo de uma solucdo mais concentrada. O reagente de Fiske & Subbarow (Sigma)
e 0 molibdato de amaénio (Fluka), igualmente usados no doseamento dos lipidos, foram
preparados no momento da sua utilizacao.

O alaranjado de acridina utlizado na determinacdo qualitativa de gradientes de
pH foi adquirido & Sigma e as suas solu¢des preparadas por pesagem e armazenadas
ao abrigo da luz.

A solucao tampédo Hepes foi preparada por pesagem do acido N-(2-hidroxietil)
piperazina-N-etanosulfénico (Sigma), na concentracdo 10 mmol.dm™® e forca idnica

ajustada a 0,1 mol.dm™ com NaCl.

43



44

FCUP

Estudo, caracterizac&o e desenvolvimento de sistemas de libertagcéo controlada para as quinolonas e seus derivados

A solucdo Tritriplex® 1l utilizada para a preparacdo do tamp&o SHE foi
adquirida & Merck.

A solucdo tampdo SHE (Sacarose 300 mmol.dm?®, Hepes 20 mmol.dm? e
EDTA 15 mmol.dm™) foi preparada por pesagem (sacarose e hepes) e adicdo de 15
mL de Tritriplex® Il1.

O Sephadex® G-50 medium, DNA grade, utilizado na preparacédo das mini
colunas de spin foi adquirido a Sigma.

O detergente n-octilpolioxietilieno (oPOE) utilizado na quantificagdo do
complexo de metal formado em lipossomas foi adquirido & Bachem AG.

Os meios preparados para os estudos de libertacdo controlada, PBS (10
mmol.dm® HPOZ~/H,PO;, 0,1 mol.dm™® NaCl) e SBF (142 mmol.dm™® Na*, 5,0
mmol.dm™® K*, 1,0 mmol.dm™ Mg?*, 1,6 mmol.dm® Ca?*, 103,0 mmol.dm™ ¢I~, 27,0
mmol.dm® HC03, 1,0 mmol.dm™® HPO}~ e 0,5 mmol.dm™ 507~) foram preparados a
partir dos sais dos seus reagentes, de qualidade p.a., em agua e de acordo com a
bibliografia [81, 82]. O FBS (low quality, lote 41Q3993x) foi adquirido & Gibco® e
utilizado sem purificacdo adicional.

Todas as solugbes foram preparadas em &gua milipore e guardadas a
temperatura ambiente, com a excecdo das solu¢des de farmaco e 1,10-fenantrolina
armazenadas a 4°C e ao abrigo da luz.

As suspensodes lipossémicas preparadas foram mantidas a 4°C e sempre ao

abrigo da luz.

2. Instrumentacao

Para as determinacbes de ultravioleta-visivel de fluoroquinolonas e seus
complexos de cobre, foram utilizados espectrofotémetros Varian Cary Elipse 50 e
Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR equipados com acessorios de controlo de
temperatura rigoroso (Peltier).

Os espectros de Infravermelho foram obtidos através de um Espectrometro
Perkin-Elmer BX equipado com acessorio de ATR (Attenuated Total Reflectance).

Utilizou-se um extrusor Lipex Biomembranes de capacidade 10 mL e filtros de
policarbonato da Nucleopore-Corning para extrusdo das suspensofes lipossémicas
multilamelares (MLV’s).

Os estudos de espectroscopia de correlagdo fotonica efetuados para a
determinacdo do tamanho dos lipossomas foram realizados num Zeta Sizer Nano ZS

da Malvern Instruments.
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Todos os estudos envolvendo centrifugacfes foram efetuados numa centrifuga
Sigma 3-30K.

Todas as pesagens foram efetuadas numa balanca analitica Mettler AT201 (
2x10° g).

3. Preparacao de lipossomas

A preparacao de lipossomas baseou-se no método de preparacdo designado
por Método de Hidratacdo do Filme Lipidico, descrito por Bangham [20, 83].

Dissolveram-se os lipidos (SPPC, PMPC e SPM) e o colesterol em cloroférmio,
evaporou-se o0 solvente organico até a secura sob uma corrente de Argon e colocou-se
o filme lipidico sob uma linha de vacuo (minimo 3 h) para eliminar qualquer vestigio de
solvente organico.

Ap6s 3 h, hidratou-se o filme preparado com uma solucéo 250 mmol.dm™ em
(NH4)2S04, pH 5,5 (ou de solucdo de farmaco na concentracdo desejada) e agitou-se
a suspensao em vortice, alternando com imersdo num banho a uma temperatura
superior a temperatura de transicdo de fase do lipido em questdo (T,) obtendo
vesiculas multilamelares (MLV's).

Realizaram-se, de seguida, 5 ciclos de congelacdo/descongelacdo (azoto
liquido a -196°C/banho termostético a 55°C/65°C) e deixou-se a suspensao final
estabilizar, durante 30 min, num banho termostatizado a 55°C/65°C (para os lipidos
SPM e PMPC/SPPC, respetivamente). Para SPM a temperatura utilizada foi menor
devido a sua temperatura de transicdo de fase ser muito proxima de 0 °C. Apds o
periodo de estabilizacdo (ao abrigo da luz) fez-se passar a suspenséo lipidica de
MLV’s pelo extrusor. A extrusdo foi realizada a uma temperatura superior a
temperatura de transicdo de fase dos lipidos e a uma pressao de 250 bar, em
atmosfera inerte (corrente de argon), fazendo passar a suspensédo lipossémica por
filtros de policarbonato de diametro de 200 nm (5 ciclos) e 100 nm (10 ciclos) [15].

No final, a suspenséo lipidica apresentava-se com um aspeto transltcido e
constituida por vesiculas unilamelares (LUV’s) com aproximadamente 100-120 nm de

diametro, verificadas por espectroscopia de correlacao fotonica.
3.1. Andlise do tamanho dos lipossomas (Espectroscopia de

Correlacao fotonica)

Todas as determinacdes foram realizadas em células de quatro faces Gticas

descartaveis.
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3.2. Determinacéo da concentracdo de lipido (doseamento de
lipido)

Para o doseamento dos lipidos, recorreu-se a um método de determinacdo da
guantidade de fosfato em cada amostra, designado Método de Bartlett modificado, que
permite, indiretamente, determinar a concentracao de fosfolipido nas mesmas [84].

Este doseamento consistiu na adicdo de 0,4 mL de &cido perclérico 70% a 0,5
mL de cada amostra e solugéo padréo de fosfato de potassio e posterior incubacdo em
banho de areia, a uma temperatura controlada entre 180 e 200°C durante 1 h. Apés o
arrefecimento das amostras e padrfes, a temperatura ambiente, adicionaram-se 4,6
mL de molibdato de aménio e 0,2 mL de reagente de Fiske & Subbarow a cada
amostra/padréo e procedeu-se a sua incubacdo num banho de dgua a 100°C durante
7 min. Ap6s novo arrefecimento a temperatura ambiente, procedeu-se a leitura da

absorvancia das amostras a 830 nm.

4. Encapsulacdo de fluoroquinolonas em diferentes

sistemas lipidicos

4.1. Encapsulacéo por hidratacéo do filme lipidico

O método mais simples de encapsulacédo de substancias em lipossomas é o
passivo e, neste trabalho, consistiu na hidratac&o do filme lipidico com uma solucéo de
farmaco (~4 mmol.dm™) seguida de 5 ciclos de congelacdo/descongelacdo e posterior
extrusdo. Procedeu-se, de seguida, a sua passagem através de uma coluna de gel
Sephadex (em tampado Hepes pH 7,4) para se proceder a remoc¢ao do farmaco nao
encapsulado. Foram recolhidas aliquotas de 0,5 mL para a quantificacdo do farmaco
por analise espectrofotométrica de UV-Vis.

A rutura dos lipossomas, para determinacao do farmaco encapsulado foi feita

por adigdo de etanol (p.a.).

4.2. Encapsulacado por gradiente transmembranar de sulfato

de amonio

4.2.1. Quantificacao do gradiente de pH transmembranar

Para a quantificacdo do gradiente de pH estabelecido prepararam-se mini
colunas de spin de Sephadex® G-50 equilibradas em NaCl 150 mmol.dm™ e sacarose

10%. Fez-se passar pelas colunas lipossomas unilamelares de SPPC:Col em
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(NH,),SO, 250 mmol.dm™ e recolheu-se o volume eluido para o procedimento
experimental.

A emisséo de fluorescéncia do alaranjado de acridina (AA) (525 nm) foi medida
para o comprimento de onda de excitacdo de 490 nm, numa cuvette de fluorescéncia
(sob agitacdo constante) e registada durante 30s. ApOs este periodo de tempo, os
lipossomas foram adicionados e a intensidade de fluorescéncia monitorizada até
atingir um valor constante. A intensidade de fluorescéncia do AA foi calculada como a
média dos valores obtidos.

De modo a minimizar a disperséo de luz provocada pela adigédo dos lipossomas
e pelo efeito de filtro interno provocado pela fluorescéncia do AA, adotaram-se as
seguintes condicdes experimentais: concentracdo de lipido < 0,3 mmol.dm® e

absorvancia da sonda ao comprimento de onda de excitagdo < 0,1.

4.2.2. Formacgéao do gradiente por mini colunas de spin

Para estabelecer o gradiente de pH as vesiculas lipossémicas foram eluidas
através de mini colunas de spin equilibradas com uma solu¢do salina (NaCl 150
mmol.dm™) com a excec&o da sparfloxacina cujo gradiente foi estabelecido através de

colunas equilibradas com sacarose 10% [8, 85-87].

4.2.3. Encapsulacao de farmacos

A solucdo de farmaco (~4 mmol.dm®) foi adicionada aos lipossomas (~20
mmol.dm™®) numa razdo lipido:farmaco de (1:0,3 mol/mol), o restante volume
preenchido com NaCl 150 mmol.dm™ ou sacarose 10% e a mistura agitada em vortice.
Retirou-se uma aliquota de 100 uL da mistura inicial para posterior determinacdo da
concentracao inicial de fArmaco na mistura. A solucao foi incubada durante 120 min, a
uma temperatura acima da temperatura de transicdo de fase dos lipidos utilizados
(65°C para SPPC/PMPC e 55°C para SPM), durante os quais foram recolhidas
aliquotas de 100 pL (5, 10, 15, 30, 60 e 120 min) e colocadas em mini colunas de spin
equilibradas com Sacarose 10% (2000 rpm, 3 min) para remoc¢do do material ndo
encapsulado [8].

As fracGes recolhidas apés centrifugacdo foram analisadas quanto a

quantidade de farmaco encapsulada [8].
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4.3. Determinacéo da quantidade de farmaco encapsulado

A quantidade de farmaco encapsulado presente nas aliqguotas apos
centrifugacdo das mini colunas de spin foi determinada, por UV-Vis, através de um
processo designado por Extracao de Bligh-Dyer, que consistiu na remocéo do farmaco
do lipido onde se encontrava encapsulado.

Os padrdes (preparados a partir de uma solucdo concentrada de farmaco ~4
mmol.dm™®) e as aliquotas recolhidas foram ajustados a 1 mL com NaOH (200
mmol.dm™®). Foi também preparado um branco.

Aos padrbes, branco e aliquotas foram adicionados 2,1 mL de metanol e 1 mL
de cloroférmio, agitando brevemente em vortice. Apés agitacdo, adicionou-se 1 mL
NaOH (200 mmol.dm™®) e 1 mL de cloroférmio e agitou-se, novamente, em vértice.
Procedeu-se, entdo, a uma centrifugacao (6 min, 2000 rpm) para separacao das fases
formadas. Apoés centrifugacdo foi possivel verificar a presenca de duas fases: uma
fase aquosa (4,1 mL) correspondente ao farmaco encapsulado e uma fase organica
(2,0 mL) correspondente ao lipido dissolvido. No final do processo de separacao
determinou-se a concentracdo de fa&rmaco encapsulado por espectrofotometria de
UV/Visivel [8].

4.4. Preparacao e otimizacao de mini colunas de spin

Para a preparacdo de mini colunas de spin, hidratou-se o Sephadex® G-50
(enchimento da coluna) na solucgéo desejada (NaCl 150 mmol.dm™ ou sacarose 10%)
numa razdo volume de solucdo/Sephadex igual a 24. A mistura foi colocada sob
agitagdo, no minimo 5 h, para promover uma hidratacdo completa do gel e
posteriormente foi armazenado a 4°C. O gel hidratado ocupou cerca de metade do
volume aquoso [8].

O empacotamento das colunas consistiu na colocacdo de uma porcdo de
algodao na base das colunas, inser¢cdo do Sephadex em seringas descartaveis de 1
mL e centrifugacdo das mesmas a 2000 rpm por breves instantes. O processo repetiu-
se até obtencéo de colunas preenchidas com cerca de 0,9 a 1,0 mL de Sephadex [15].

Vérias colunas de Sephadex® G-50 foram preparadas nos eluentes desejados
(NaCl 150 mmol.dm™ ou sacarose 10%) por insercéo do gel, até preenchimento total
na seringa descartavel (coluna), centrifugacdo das colunas (3 min, 2000 rpm) e registo
do volume ocupado pelo gel. Para verificar se 0 empacotamento do gel na seringa foi
bem sucedido, inseriram-se 100 uL de lipossomas (nas mini colunas) e mediu-se o

volume eluido apbs centrifugacdo, nas condicbes anteriormente descritas.



FCUP

Estudo, caracteriza¢éo e desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada para as quinolonas e seus derivados

Posteriormente, compararam-se todos os fatores passiveis de influenciar os estudos
de encapsulacdo como a massa do algodédo, tamanho do gel e volume eluido para

determinag&o do volume médio e respetivo erro associado. (Anexo 1)

4.4.1. Reutilizacdo de Sephadex

Apoés os estudos de encapsulacdo colocou-se o gel utilizado numa solucao de
etanol a 70% para recuperacdo do Sephadex. Decantou-se a suspensao, lavou-se
novamente o Sephadex com etanol (70%), filtrou-se a pressao reduzida num funil de
placa porosa e lavou-se o material filtrado com agua desionizada (3 vezes). Apoés
decantar a agua desionizada, rehidratou-se o gel com o eluente desejado para
hidratacdo (pelo menos duas vezes).

Para verificar a auséncia de qualquer vestigio de farmaco no Sephadex
recuperado, utilizou-se a espectrofotometria de UV-Vis na gama de comprimentos de
onda de 230-400 nm.

4.5. Estabilidade dos sistemas lipidicos preparados

Ao fim de 120 min de incubacéo foram retiradas duas aliquotas: uma para a
determinacdo da quantidade de fluoroquinolona encapsulada e outra para armazenar
a 4°C. Os estudos de estabilidade foram efetuados por eluicdo das aliquotas
armazenadas através de uma mini coluna de spin de Sephadex® G-50 equilibrada com
sacarose (10%). A quantidade de farmaco que permanece encapsulado, apds 4
semanas de armazenamento foi determinada do mesmo modo que o farmaco

aquando dos estudos de encapsulacao descritos em 4.3.

4.6. Estudos de libertacao de fluoroquinolonas em condic¢fes
fisioldgicas

Para os estudos de libertagdo controlada, as aliquotas recolhidas ap6s os 120
min de incubag¢do foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, diluidas numa
propor¢éo 1:1 (v/v) [73, 86, 88] em PBS pH 7,4 e SBF pH 7,4 e colocadas num banho
termostatizado (37°C) por 60 min. Foram recolhidas aliquotas de 100 uL em
determinados periodos de tempo (0, 15, 30, 45, 60 min) e colocadas em mini colunas

de spin equilibradas em Sacarose 10% (2000 rpm, 3 min). A quantidade de farmaco

que permanece encapsulado foi determinada de acordo com o descrito em 4.3.
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5. Sintese de complexos ternarios de Cobre (I,

fluoroquinolonas e 1,10-fenantrolina

A sintese dos complexos de metal de fluoroquinolonas foi realizada com base
num procedimento experimental publicado [89] tendo sido realizadas algumas
alteracdes [90].

A uma solucgéo 0,5 mmol de fluoroquinolona e NaOH 1 mol.dm™ (1,0 mL para a
mfx, pfx, Imx, cpx e prix e 0,5 mL para as restantes fluoroquinolonas) foram
adicionados 0,5 mmol de 1,10-fenantrolina. A esta mistura (sob agitacdo constante)
adicionaram-se 0,5 mmol de Cu(NO3), previamente dissolvidos em agua. O volume
final foi de 25 mL e o solvente utilizado 4gua:etanol (1:1). As diferentes misturas foram,
posteriormente, concentradas num evaporador rotativo até 75 mbar ou até se
verificarem os primeiros sinais de precipitacdo e colocadas a repousar a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apdés algumas horas verificou-se a formacdo de
precipitado ou de cristais adequados para determinacdo da sua estrutura por difracéo
de Raio-X [90].

5.1. Caracterizacdo por Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel

Prepararam-se solucdes aquosas das diferentes fluoroquinolonas, 1,10-
fenantrolina e respetivos complexos ~10° mol.dm™, por pesagem rigorosa, para
observacdo de bandas de transicdo d-d. Por diluicho das mesmas prepararam-se
solugdes ~10"° mol.dm™ para os restantes estudos espetroscopicos (FQ e phen).

Realizaram-se, igualmente, estudos da estabilidade dos diferentes complexos

sintetizados, em solucédo aquosa, numa gama de temperaturas entre 25 e 65°C.

5.2. Caracterizagdo por Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos por diluigdo dos complexos
sintetizados em KBr (seco em estufa) até obtencdo de uma mistura homogénea.
Seguidamente, a mistura foi colocada numa prensa para obtencdo de uma pastilha
adequada para leitura do espectro. Nos estudos com acessorio de ATR, 0s espectros
foram obtidos por leitura direta do composto colocado no suporte.

Todos os espectros foram obtidos numa gama entre 400 e 4000 cm™, com
velocidade de varrimento de 1 cm™, medicdo de %T e com correcdo manual da linha

de base para 100%.
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5.3. Caracterizacao por Difracdo de Raio X

Materiais cristalinos dos compostos Culvxphen, Cunrxphen, Cucpxphen,
Cuofxphen, Cupfxphen, Culmxphen estudados foram recolhidos dos recipientes de
cristalizacdo e imediatamente imersos num 0Oleo elevada viscosidade, minimizando-se
assim a evaporacdo do solvente de cristalizacdo e consequente degradacdo dos
cristais. Um cristal de cada um dos compostos foi montado em CryoLoops ou fibra de
vidro com auxilio de um estereomicroscopio [91].

Todos os dados de difragcdo foram adquiridos a baixa temperatura num
difractobmetro da marca Briiker, modelo X8 Kappa APEX Il, com um detetor de area
CCD e radiacdo Mo K, monocromada pelo uso de um filtro de grafite (A = 0.71073 A).
As aquisicdes foram controladas pelo software APEX-2 [92] enquanto a temperatura
foi conseguida com um criostato da Oxford Cryosystems, modelo Series 700,
controlado remotamente através do programa Cryopad [93].

As imagens adquiridas foram processadas usando o software SAINT+ [94] e a
correcdo dos efeitos de absorcdo foi efetuada usando o método semi-empirico de
multi-aquisi¢cdo implementado no SADABS [95]. As estruturas foram resolvidas através
de algoritmos baseados em métodos diretos presentes no SHELXS-97 [96, 97]
permitindo a localiza¢éo imediata de grande parte dos 4&tomos mais pesados. Todos
0s restantes atomos (com exce¢do dos de hidrogénio) foram localizados a partir dos
mapas de diferencas de Fourier calculados através de sucessivos refinamentos de
minimos quadrados com matriz completa usando o SHELXS-97 [96, 98].

De um modo geral todos os atomos diferentes do hidrogénio foram refinados
assumindo parametros de deslocamento anisotrépico, para todas as estruturas
cristalinas apresentadas nesta dissertacao.

Os atomos de hidrogénio ligados a carbono foram colocados em posicoes
geométricas idealizadas de acordo com o ambiente quimico local, usando as
instrucdes HFIX (do SHELXL) adequadas a cada caso. Todos estes &tomos foram
incluidos nos modelos estruturais finais, com geometrias rigidas baseadas nos
movimentos relativos dos a&tomos de carbono, e assumindo movimentos isotropicos de
deslocamento térmico (Us,) fixados a 1,2 (aromaticos e —CH,—) ou 1,5 (grupos metilo)
vezes Uy dos atomos aos quais estdo ligados. Por sua vez, os atomos de hidrogénio
associados aos atomos de azoto ou oxigénio tiveram um tratamento diferenciado de
acordo com a estrutura cristalina em questdo. Em algumas estruturas foram

localizados diretamente nos mapas de diferencas de Fourier e incluidos nos modelos
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estruturais com as distancias N-H e/ou O-H limitadas, enquanto que noutros casos
foram posicionados nos locais geométricos ideais.
A tabela 2 sistematiza os dados referentes a aquisicAo de dados

cristalograficos, solucéo e refinamento das estruturas.
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Tabela 2 — Dados cristalogréficos, solugéo e refinamento das estruturas Cunrxphen, Cucpxphen, Culmxphen, Cuofxphen, Culvxphen e Cupfxphen.
Culvxphen Cucpxphen Culmxphen Cupfxphen Cunrxphen Cuofxphen
Formula C30H33CUFN6010 C29H33CUFN6010 C29H36CUF2N6011 C29H43CUFN6014 C56H66CU2F2N12020 C30H33CUFN6010
Peso Molecular 720,16 708,15 746,18 782,23 1392,3 720,16

Descri¢cdo do Cristal
Tamanho do Cristal /mm
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
alA
b /A
c/A

[

al
B
yl°
Volume /A3
Z
Pcalculado /g cm™®
F(000)
u/mm™
6 gama/°

indices

Refleccdes recolhidas
Refleccdes independentes

indices R finais [I>2c(1)]*°

indices R finais (para todos
os dados)*®
Maior diferenca de pico e
vale /e A

Prisma verde
0,33 x 0,11 x 0,08
Triclinico
P1
10,0702(14)
11,0953(16)
15,0436(18)
81,163(5)°
84,419(5)°
68,664(5)
1545,5(4)

2
1,548
746
0,782
3,58 — 26,37
-12<h<12
-13<k<13
-18<1<18
25461
11067 (R = 0,0286)
R, =0,0514
wR, = 0,1350
R; = 0,00597
wR, =0,1419

1,50 e -0,767

0,18 x 0,12 x 0,09

Monoclinico
P2./n
8,7693(2)
18,2141(5)
18,6695(4)
90
95,4070(10)
90
2970,35(12)
4
1,548
1468
0,812
3,78 — 27,48
-11<h<11
-19<k<23
24<1<21
30168

6801 (Rin = 0,0401)

R, =0,0373
wR, = 0,0927
R; =0,0514
wR, = 0,0999

0,456 e —0,422

Prisma verde
0,39 x 0,19 x 0,15
Monoclinico
P2,/c
11,5181(7)
25,3285(13)
11,7699(7)

112,426
3174,0(3)
4
1,561

0,771
26,37

35588
6453 (Ri = 0,0407)

R, =0,0892
wR; =0,2290

Prisma verde
0,37 x 0,22 x 0,15
Triclinico
P-1
10,928(5)
12,940(7)
14,040(7)
63,83(3)
74,51(3)
77,24(3)
1704,9(8)

2
1,524
818
0,723
3,68 — 25,03
-13<h<12
-15<k<15
-16<1<16
23917
5942 (R = 0,0426)
R, =0,0487
wR, = 0,1449
R, =0,0588
wR, = 0,1536

0,983 e -0,756

Prisma verde

0,26 x 0,08 x 0,07 0,30 x 0,20 x 0,10

Triclinico Triclinico
P-1 P-1
10,5243(2) 10,29
11,5733(3) 12,74
13,0166(3) 12,88
77,7990(10) 73,24
84,7350(10) 85,92
71,8820(10) 71,07
1472,21(6) 1528
1
1,570
722
0,817
3,78 — 26,73
-13<h<13
-14<k<14
-16<1<16
29649
6179 (R = 0,0309)
R; =0,0339
wR, = 0,0864
R, =0,0416
wR, = 0,0908
0,796 e -0,345
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6. Encapsulacéo de Complexos ternarios de

fluoroquinolonas

6.1. Hidratacédo do filme lipidico

Prepararam-se lipossomas de SPPC:Colesterol (5 mmol.dm™), de acordo com
o procedimento estabelecido em 3. A hidratacdo do filme lipidico foi realizada com
uma solucédo do complexo de metal Culvxphen (1,5 mmol.dm™).

Apés a extrusdo, retiraram-se aliquotas de 100 pL de lipossomas (com
complexo) e fizeram-se passar as mesmas por mini colunas de spin equilibradas com
NaCl 150 mmol.dm™. A determinacéio da quantidade encapsulada foi feita de acordo

com o descrito em 4.3.

6.2. Gradiente de transmembranar de sulfato de amodnio

Prepararam-se lipossomas de SPPC:Colesterol (1:1), ~20 mmol.dm™, por
hidratacio em (NH,),SO, 250 mmol.dm™, como descrito no ponto 3.

Apds extrusdo procedeu-se a criacdo do gradiente transmembranar por
passagem das vesiculas através de mini colunas de spin de Sephadex® G-50
equilibradas em NaCl 150 mmol.dm®. A encapsulacdo do complexo ternario
Culvxphen realizou-se de acordo com o descrito em 4.2.3 e a determinacdo da

guantidade de complexo encapsulada de acordo com o descrito 4.3.

6.3. Formacdo de complexos ternarios de cobre, levofloxacina

e 1,10-fenantrolina em lipossomas

Para os estudos de formacgédo de complexos ternarios de Ivx, phen e Cu(ll), em
lipossomas, foram realizadas diferentes abordagens no que diz respeito a
concentracdes e gradientes estabelecidos. O sistema lipidico selecionado foi o
SPPC:Colesterol (1:1) ~20 mmol.dm™.

6.3.1. Gradiente transmembranar de acetato/NaCl

Prepararam-se lipossomas com uma solugdo de acetato de cobre (em
diferentes concentracfes) de acordo com o procedimento descrito no ponto 3. A
suspensédo lipossomica inicial foi, posteriormente, eluida através de mini colunas de

spin de Sephadex® equilibradas com NaCl 150 mmol.dm™ n&o sé para a criacdo de
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um gradiente transmembranar assim como para a remoc¢do de cobre nao
encapsulado.

Os estudos de encapsulacdo/complexacdo em lipossomas foram realizados
como descrito anteriormente (4.2.3) por adicdo simultanea ou individual dos dois
ligandos (lvx e phen), variando a razao lipido:lvx ou lipido:phen, e remocdo do material
ndo encapsulado por centrifugacéo das aliquotas em mini colunas de spin equilibradas
com NaCl 150 mmol.dm™,

A quantidade de 1,10-fenantrolina ou levofloxacina complexada ao cobre
presente dentro dos lipossomas foi determinada por rutura dos mesmos em etanol
(p.a.) e analise espectrofotométrica de UV-Vis.

Em todos os ensaios, a solugédo de levofloxacina mée foi adicionado NaOH (1
mol.dm™®) para que se desse a sua desprotonacéo total (pH=14) e pudesse haver

coordenacéo do ido Cu*" a quinolona.

6.3.2. Gradiente transmembranar de acetato/Hepes

Prepararam-se lipossomas com uma solucdo de acetato de cobre (~200
mmol.dm™) [59, 99, 100] de acordo com o procedimento descrito anteriormente (ponto
3). O gradiente transmembranar foi criado por passagem das aliquotas da suspensao
lipossémica mae por mini colunas de spin de Sephadex® equilibradas com tamp&o
Hepes a diferentes pH’'s (6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 9,0) para poder identificar a que pH
existirhd maior percentagem de encapsulacdo de cada um dos ligandos (lvx e phen).

O processo de encapsulagdo, por adicdo simultdnea ou individual dos dois
ligandos, foi realizado como descrito em 4.2.3 alterando apenas o meio utilizado para
a encapsulacdo utilizando uma solucdo tampéo Hepes, nos pH's referidos, em
alternativa a solugdo de NaCl utilizada anteriormente. Aos 0 e 20 min foram recolhidas
aliquotas e colocadas em mini colunas de spin, equilibradas em tampao Hepes para
separacao do material encapsulado do material livre em solucéo.

A determinacdo da quantidade de Ivx e phen dentro dos lipossomas consistiu
na rutura dos lipossomas em etanol (p.a.) e andlise espectrofotométrica de UV-Vis.

Posteriormente procedeu-se a encapsulacdo de levofloxacina e 1,10-
fenantrolina utilizando mini colunas de spin equilibradas em Hepes pH 7,0 para criacédo
do gradiente transmembranar e separacdo dos lipossomas do material n&o

encapsulado.
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6.3.3. Gradientes de ibes de metais de transicao

Prepararam-se lipossomas com solucdes de cobre:levofloxacina 1:1 (sais de
cobre: acetato e nitrato) de concentracdo ~50 mmol.dm™ de acordo com o
procedimento descrito para a formacdo de lipossomas (ponto 3). A criagdo do
gradiente transmembranar foi realizada através de mini colunas de spin equilibradas
em tampao SHE pH 7,5 (3 passagens por colunas independentes). Apds a terceira
mini coluna de tampdo SHE, em alguns dos estudos, a aliquota recolhida foi ainda
centrifugada numa coluna equilibrada com tampao Hepes pH 7,0 [100].

Para os estudos de encapsulacdo foram, entdo, testadas as seguintes

hipéteses:

1) Encapsulagdo de 1,10-fenantrolina nas razdes lipido:phen 1:0,3 e 1:0,2
(mol/mol), com incubacdo a 65°C por 30 min antes do processo de
encapsulagdo, da aliquota sujeita ao gradiente;

2) Encapsulacdo da 1,10-fenantrolina nas razdes lipido:phen 1:0,3 e 1:0,2
(mol/mol) sem incubacgé&o a 65°C anterior ao processo de encapsulagéo.

Durante o processo de encapsulagéo (realizado de acordo com o procedimento

descrito em 4.2.3.) foram retiradas aliquotas aos 0, 10 e 20 min e a quantidade de
farmaco encapsulado determinada por rutura dos lipossomas recolhidos em etanol
(p.a.) [101] ou em oPOE 1%, [59, 100], neste ultimo caso, seguida de aquecimento de
todas as aliquotas até ao ponto “nuvem” do detergente, ap6s o qual se deixou
arrefecer a temperatura ambiente e se procedeu a analise espectrofotométrica de UV-

Vis para determinacdo da sua absorvancia [59, 100].

6.4. Determinacdo da quantidade de cobre encapsulada nos

lipossomas

A concentracdo de cobre foi determinada por Espectrometria de Absorcao
Atémica (EAA). De acordo com o limite de detecéo (100 pg/L ou 10 pg/L) as amostras
lipossdmicas recolhidas apos centrifugacdo nas mini colunas de spin, foram diluidas
em &cido nitrico até uma concentracdo em acido de 0,1% [59]. Todas as amostras
foram posteriormente enviadas para analise no Laboratério de Especiagdo Quimica,

na Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.
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6.5. Estabilidade do sistema lipidico utilizado na formacé&o de

complexos ternarios em lipossomas

Tal como referido em 4.4, ap6s a encapsulagdo (t=0 min) retiraram-se duas
aliqguotas, uma para a determinacdo da quantidade de complexo formado nos
lipossomas e outra para armazenamento a 4°C. Os estudos de estabilidade foram
efetuados por eluicdo das aliquotas armazenadas através de uma mini coluna de spin
de Sephadex® G-50 equilibrada com Hepes pH 7,0. A quantidade de complexo
terndrio que permanece encapsulado, ap6s 4 semanas de armazenamento foi
determinada por rutura dos lipossomas em oPOE 1%, de acordo com o procedimento

descrito em 6.3.3.

6.6. Estudos de libertacdo de Culvxphen em condi¢cbes
fisiologicas

Os estudos de libertacao controlada consistiram na transferéncia das aliquotas
recolhidas, apds a formacdo do complexo no interior dos lipossomas, para microtubos
de 1,5 mL seguido da adicdo de igual volume dos diferentes meios utilizados para a
libertacdo PBS pH 7,4, SBF pH 7,4 e FBS e posterior incubacédo a 37°C num banho
termostatizado [73, 86, 88]. Durante um periodo de 24 h foram recolhidas aliquotas de
100 uL (0, 15, 30, 45, 60, 120, 150 e 1140 min) e colocadas em mini colunas de spin
equilibradas em Hepes pH 7,0 (2000 rpm, 3 min). A quantidade de complexo ternério

gue se mantém encapsulada dentro dos lipossomas foi determinada por UV-Vis apos

rutura dos mesmos em oPOE 1% [8].
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Resultados e discussao

Um dos assuntos mais recorrentes na medicina atual tem sido a crescente
ameaca da resisténcia bacteriana, entre os agentes patogénicos, o que tem vindo a
limitar a aplicacdo terapéutica dos diferentes antibioticos existentes. Devido a um
declinio significativo no desenvolvimento de novos antibiéticos, tém vindo a ser
desenvolvidas novas formulacdes de antibibticos ja existentes de modo a desenvolver
novas formas de transporte. Assim sendo, nos Ultimos anos, varios estudos tém vindo
a focar-se em melhorar a acdo de alguns dos agentes antibacterianos existentes [1,
11].

No decorrer deste capitulo descrevem-se o0s resultados obtidos na
encapsulagéo de fluoroquinolonas em lipossomas de diferente composi¢éo, através da
utilizacdo de duas metodologias distintas: hidratacdo do filme lipidico e gradientes
transmembranares de sulfato de amonio. Seguidamente s&o apresentados o0s
resultados obtidos no estudo da estabilidade e libertacdo dos antibioticos nos sistemas
lipidicos mais promissores.

Como estratégia de concecdo de “novos antibioticos” descreve-se a sintese e
caracterizacdo de varios complexos ternarios de cobre:fluoroquinolona:1,10-
fenantrolina. Posteriormente descreve-se o0s estudos efetuados na tentativa de
encapsulacdo de um dos complexos sintetizados (Culvxphen) em lipossomas de
SPPC:Colesterol através de diferentes metodologias de encapsulagéo: hidratacao do
filme lipidico, gradientes transmembranares de sulfato de aménio e, por fim, através da
formacdo do complexo ternério em lipossomas (gradiente transmembranar de acetato
e gradiente de ido de metal). Por fim, de forma a caracterizar o sistema lipidico
selecionado quanto a sua estabilidade apdés armazenamento e em condi¢cdes
fisioldgicas, realizaram-se estudos de retencdo e libertagdo do complexo
encapsulado/formado nas mesmas condigdes utilizadas nos estudos envolvendo,

apenas, as fluoroquinolonas.

1. Estudos de encapsulacao de fluoroquinolonas em

lipossomas

A determinacéo da lei de Beer Lambert permite estabelecer uma relacéo linear
entre as propriedades oticas de cada farmaco (Abs) e a sua concentracdo, de acordo
com a equacao:

A=¢clc
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onde, A é a absorvancia de uma solugcédo de farmaco, ¢ a sua absortividade molar
(cm.umol.dm®)™* e ¢ a sua concentracdo (umol.dm™).

As leis de Beer-Lambert estabelecidas encontram-se representadas na tabela
3, e foram utilizadas para determinar as concentra¢des das vérias fluoroquinolonas

nos estudos de encapsulacgéo.

Tabela 3 — EquagGes da reta, correspondentes a lei de Beer-Lambert, e correspondentes coeficientes de correlacdo
linear, determinados para as diferentes fluoroquinolonas, em NaOH 200 mmol.dm® em metanol (extracéo de Bligh-

Dyer, pHiina= 14).

Equacéo da reta

Ciprofloxacina  y= 0,03034x; R’= 0,9998

Norfloxacina y= 0,03539x;R?= 0,9998

Levofloxacina  y= 0,02942x;R*= 0,9998

Pefloxacina y= 0,03871x;R*= 0,9998

Sparfloxacina y= 0,02679x;R?= 0,9998

O intervalo de concentragfes dos farmacos determinado para os estudos de

encapsulacao, é semelhante para todas as fluoroquinolonas e encontra-se entre 4,97

e 35,4 pmol.dm™,

1.1. Encapsulacéo por hidratacdo do filme lipidico

No processo de encapsulacdo de fluoroquinolonas por hidratacdo do filme
lipidico, ao proceder a analise por UV-Vis do material encapsulado nos lipossomas,
apos recolha de diferentes aliquotas, verificou-se que praticamente todo o farmaco se

encontrava nao encapsulado, como se pode observar na figura 17.
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Figura 17 — Espectro de UV-Vis das fracdes retiradas da coluna de exclusdo. Lomefloxacina (~4 mmol.dm™),
SPPC:Colesterol (1:1).

Na figura 17, encontram-se representados o0s espectros de UV-Vis das
diferentes fragcbes recolhidas da coluna de Sephadex G-50 utilizada para separar o
farmaco encapsulado do farmaco ndo encapsulado. A andlise dos espectros permite
distinguir, claramente, as fragbes que apenas contém lipido (seta vermelha), onde
apenas se verifica dispersdo de luz, das de farmaco encapsulado nos lipossomas
(seta azul) e de farmaco livre em solucao (seta verde). No entanto, a quantifica¢cdo do
farmaco encapsulado/ndo encapsulado nédo foi possivel dada a baixa percentagem de
encapsulacgéo.

Embora seja uma técnica frequentemente utilizada, uma das maiores
desvantagens da encapsulacdo de fluoroquinolonas por hidratacéo do filme lipidico é a
sua fraca eficacia de encapsulacdo (5-20%) devido as suas propriedades
hidro/lipofilicas, uma vez que as moléculas, por serem anfotéricas, se podem difundir
para dentro e fora da membrana, sendo a sua retencédo afetada [69, 102].

A encapsulacdo das fluoroquinolonas em estudo, em lipossomas, ndo foi
possivel através dos métodos tradicionais de encapsulagédo, o que levou a aplicacéo
de métodos de encapsulagéo alternativos (encapsulacéo ativa), a partir da criacdo de

um gradiente de pH através da membrana lipossémica [8, 72, 87].
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1.2. Encapsulagéo por gradiente transmembranar de sulfato

de amonio

1.2.1. Quantificac&o do gradiente transmembranar

Os gradientes de pH sédo utilizados para encapsular bases ou acidos fracos em
lipossomas. De um modo geral os lipossomas sdo preparados huma solucado de pH
acido e a criacao do gradiente da-se por substituicdo do meio externo por uma solucéo
neutra (normalmente uma solucdo salina ndo tamponada) [8] e, deste modo, a base
fraca acumular-se-a dentro dos lipossomas em resposta a esse mesmo gradiente. Ja
foi anteriormente descrito que, utilizando sulfato de amonio para a formacdo de
lipossomas e removendo a solucéo presente no meio externo aos lipossomas, se cria
um gradiente de pH transmembranar, que pode levar a acumulacdo de farmacos com
caracteristicas de base fraca, como as fluoroquinolonas, dentro dos lipossomas [8, 85,
86, 103].

Na monitorizacdo de gradientes de pH em modelos membranares, as aminas
fluorescentes sdo consideradas ferramentas importantes. Assume-se que estes
compostos (bases fracas) facilmente permeiam as membranas na sua forma nado
protonada e permitem determinar o gradiente de pH por acumulagdo da sua forma
protonada, a pH acido [104]. O alaranjado de acridina (AA) (base fraca, pKa= 10,45)
[105] foi a sonda escolhida para monitorizacdo do gradiente de pH criado entre o
interior e o exterior de lipossomas neste trabalho.

A fluorescéncia e absorvancia de AA dependem da sua concentracdo. Na sua
forma de monémero, a sonda absorve a ~492 nm (banda o) e emite luz a 530 nm.
Uma absorcao/emisséo a 465/655 nm é atribuida a dimeros (banda ) enquanto que a
450 nm temos a absor¢cdo de agregados de maiores dimensdes do AA [105, 106]. A
monitorizacdo de gradientes de pH torna-se possivel visto a fluorescéncia de AA ser
extinta ao pH &cido presente no interior dos lipossomas [107].

Na figura 18 apresentam-se os espectros de UV-Vis de solu¢cbes de AA ~1
umol.dm™, onde se pode observar a tipica banda o (Ams= 492 nm) correspondente &
forma de mondémero. E também possivel observar que a natureza do catido presente
em solugdo (NHf ou Na*) ndo tem qualquer influéncia sobre AA uma vez que a
sonda, tanto em sulfato de aménio como em cloreto de sdodio, possui 0 mesmo
comprimento de onda maximo e o mesmo comportamento espectral. Os lipossomas

de SPPC:Col foram utilizados como exemplo de um sistema lipossémico.
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Figura 18 — Espectros de UV-Vis de AA (1 pmol.dm’3). Os espectros foram obtidos a 65°C para (==) (NH4).SO,4 250
mmol.dm® e (=) NaCl 150 mmol.dm™, respetivamente, na auséncia de lipossomas. Na presenca de lipossomas, a
solucé@o externa € composta por (=) (NH4),SO,4 0,5 mmol.dm™/NaCl 149,5 mmol.dm™, dando origem a um gradiente
transmembranar de sulfato de aménio de ~500 (espectro obtido apés 3 min da adicdo de lipossomas); |SPPC:Col|=267

pmol.dm’®,

A imposicéo de um gradiente de sulfato de amaonio através a membrana lipidica
leva a alteracOes espectrais, geralmente caracterizadas por uma diminuigdo da banda
o € um aumento das bandas B e y (Anax= 465 e 450 nm, respetivamente) e apenas
ocorrem quando existe um gradiente transmembranar de sulfato de amonio. No
entanto, como se pode verificar pelo espectro a cor azul, apresentado na figura 18,
apenas se observa uma diminuigdo da banda o e a formagéo da banda (3, sugerindo
que nao se formaram agregados maiores do que dimeros para as condi¢cdes
experimentais estabelecidas.

Estas alteracbes do espectro (em solugbes aquosas), sdo usualmente
interpretadas como consequéncias da agregacao da sonda. De acordo com [105] para
lipidos ndo carregados o0 espectro da sonda ndo sofrerdq alteragbes, o que torna
improvavel que qualquer alterac@o observada seja devida a interacdes entre a sonda e
a bicamada lipidica. Assim, as alterag6es observadas por imposi¢do de um gradiente
de sulfato de amonio poderdo ser explicadas pela agregagdo de AA no interior dos
lipossomas e néo por ligagbes a membrana.

A medida que os mondémeros se acumulam nos lipossomas, ocorre formac&o
de dimeros e/ou oligbmeros e, simultanea e consequentemente, a concentracao de
mondmeros no meio exterior diminui, o que se traduz numa diminui¢do da intensidade

da banda a.
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Relativamente a extin¢do de fluorescéncia de AA, esta ocorre devido a difusdo
do alaranjado de acridina através da membrana onde no interior, devido & presenca de
um ambiente mais &cido, a sonda vai ser protonada ficando impossibilitada de
permear, novamente, a membrana lipidica. O aumento da concentracdo de AA, no
interior da vesicula leva a sua agregacdo e, consequentemente, a extingdo da sua
fluorescéncia [107].

Analisando a figura 19 é possivel verificar que a medida que aumenta o
gradiente estabelecido, a fluorescéncia da sonda diminui, tal como previsto, para a
mesma concentracdo de sonda (1 pmol.dm™). Também se pode observar que para a
mesma concentracdo de sonda, mas onde existe uma substituicdo completa do meio
externo (8), existe uma maior extingdo de fluorescéncia, o que mostra que o gradiente

gque se estabelece é maior do que os gradientes testados (1 a 7).
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Figura 19 — Espectros de Fluorescéncia do alaranjado de acridina (1 pmol.dm®) apés a adicdo de lipossomas em
sulfato de aménio. Os espectros foram obtidos a 65°C na auséncia (1) e presenca de gradientes transmembranares
crescentes (2-8) de (A) (NH4)2SO4 250 mmol.dm™®*/NaCl 150 mmol.dm® e (B) (NH4).SO. 250 mmol.dm®/Sacarose
10%. (JAA|~1 pmol.dm™; |[SPPC:Col|=267 umol.dm™ para (8) e (2-7) |SPPC:Col|=36 pmol.dm™.

A fluorescéncia da sonda foi monitorizada ao longo do tempo (Aexc= 490 nm;
Aem= 525 nm) e verificou-se que, apds a adicdo de lipossomas sujeitos a um gradiente
transmembranar de sulfato de amonio, existiu uma diminuicdo significativa da
intensidade de fluorescéncia inicialmente observada. A figura 20 apresenta a extingao
de fluorescéncia de AA em funcdo do tempo (t= 5 min) provocada pela adicdo de
lipossomas cujo meio externo foi totalmente substituido por (A) NaCl ou (B) Sacarose.
Este estudo, além de permitir verificar e comprovar a presenca de um gradiente de pH
transmembranar permitiu, igualmente, determinar a estabilidade do gradiente

estabelecido.



FCUP

Estudo, caracterizacéo e desenvolvimento de sistemas de libertacéo controlada para as quinolonas e seus derivados

ILF. (u.a)
I.F. {u.a)

tempo (min) tempo (min)

Figura 20 — Espectro de fluorescéncia de AA (1 pmol.dm'3) em lipossomas de SPPC:Col (267 umol.dm'3) em (A) NaCl
(150 mmol.dm®) e (B) Sacarose (10%) em diferentes dias. (=) dia 0, (—) dia 1, (—) dia 7, (—) dia 8 e (—) 30 dias.

A andlise dos espectros obtidos na figura 20 permite afirmar que o gradiente de
pH estabelecido em NaCl 150 mmol.dm™ se formou e estabeleceu mais rapidamente
assim como possui uma maior estabilidade ao longo do tempo do que o estabelecido
em Sacarose 10%, uma vez que, num periodo de 8 dias, a variagdo da extingdo da
fluorescéncia de AA, ndo foi significativa ao contrario do que se verifica para a
Sacarose (figura 20 B). Ao fim de 30 dias o gradiente em NaCl, embora
substancialmente menor, ainda se mantinha, no entanto, o0 mesmo nao se verificou
para o gradiente estabelecido com Sacarose.

No que diz respeito a extincdo de fluorescéncia de AA, em funcdo do tempo,
observada para os diferentes gradientes (g) criados (4-600) (figura 21) a presenca de
um gradiente de pH comeca a verificar-se a partir de g= 167 para NaCl enquanto para
a Sacarose a sua presenca € mais evidente a partir de g= 214. E também possivel
verificar, novamente, que o gradiente de pH estabelecido em NaCl 150 mmol.dm™ se

forma mais rapidamente do que o estabelecido em Sacarose (10%).
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Figura 21 — Gradientes crescentes de pH de AA (1 umol.dm’3) em (A) NaCl 150 mmol.dm*, (B) Sacarose 10% e (C)
sem gradiente. (|[SPPC:Col|=36 umol.dm'3). Gradientes NaCl: (=) 8,3, (=) 83, (=) 167, (=) 250, (=) 333, (=) 417,
(=) 500, (=) 583, (=) substituicdo total do meio externo; Gradientes Sacarose: (==) 4,3, (=) 43, (==) 86, (=) 128, (=)
171, (=) 214, (=) 257, (==) 300, (=) substituicéo total do meio externo.

Os resultados foram analisados assumindo que a extincdo de fluorescéncia se
deveu a transferéncia de moléculas de AA do meio externo para o meio interno dos
lipossomas. Comparando a figura 21A e B com a figura 21C facilmente se conclui que
se estabeleceu, efetivamente, um gradiente de pH transmembranar, uma vez que
adicionando lipossomas néao sujeitos a gradiente (figura 21C), isto é, com sulfato de
amonio dentro e fora da vesicula lipidica, ndo se verificou qualquer alteracdo a
intensidade de fluorescéncia da sonda.

A razdo massica de AA do interior para o exterior dos lipossomas foi calculada
a partir da sua fluorescéncia média (~30 s) antes da adi¢do de lipossomas (F;,) e da
fluorescéncia registada ap6s adicdo (F,) e estabilizacdo do sistema e é dada por
[105]:

Fo—Foo
Foo

Mint __

Mext

Eqg. 1
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Para a quantificacdo do gradiente e respetiva diferenca de pH, entre 0 meio
interno e externo, é necessario ter em consideracdo o comportamento do AA em
solucdo e na presenca/auséncia de gradientes, tal como o equilibrio de distribuicdo
transmembranar da base fraca (AA) e a sua acumulacao nos lipossomas.

Sabendo que, no que diz respeito ao equilibrio de distribui¢cdo, as bases fracas
monocationicas se distribuem entre o espaco interno/externo das vesiculas, de acordo
com a razéo de concentracdo de protdes temos:

|BH+|int _ |H+|int
IBHY|ext  [HY|ext

Eq. 2

onde os sufixos int e ext correspondem, respetivamente, aos compartimentos interno e
externo do lipossoma e BH* a base fraca na sua forma catiénica. Esta equacgéao
assume que apenas a forma neutra (ndo carregada) permeara a membrana lipidica.
Sendo o ido amoénio uma base fraca (pKa= 9,26) e a sua permeabilidade 11 vezes
inferior & permeabilidade da molécula de amoniaco, de acordo com a equacao anterior
a criagdo de um gradiente de concentracdo transmembranar de sulfato de amonio
resultara em alteracdes de pH em ambos os compartimentos. O estabelecimento de
um gradiente transmembranar leva, igualmente, a redistribuicdo das moléculas de
base fraca adicionadas ao compartimento externo [105].

Numa primeira aproximacao, a raz&do de concentracdes de catibes entre 0 meio
interno e externo € igual ao gradiente de concentracdo transmembranar do sulfato de
amonio (g):

_ |(NH4)ZSO4|int _ |H+|ir1t _ |BH+|int
N |(NH4)ZSO4|ext N |H+|ext N |BH+|ext

Eq. 3

A encapsulacédo do alaranjado de acridina dentro dos lipossomas, em funcgéo
do gradiente de sulfato de amédnio estabelecido baseia-se no processo de agregacao
de catides e no gradiente de concentracao estabelecido.

A conservacao de massa diz-nos que:

CAA,totaI = (1_ V)'CAA,ext + V'CAA,int Eq 4

Onde Caa, total € a concentracéo total de AA no sistema, e v a fragdo volumica
encapsulada dentro dos lipossomas. A fracdo volumica é determinada a partir da
concentracao de lipido (em cada ensaio) assumindo um volume encapsulado de 3,6

uL/umol de lipido. O volume encapsulado foi determinado para vesiculas esféricas de
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50 nm de raio e para uma area molecular do sistema lipido:colesterol de 0,84 nm [108]
e através da equacdao:

__ Ngxax(r-6)3
T 3x(r2+(r-6)2)

Eq. 5

onde Np é o0 numero de avogadro, a a area molecular do lipossoma, r o raio do
lipossoma e 6 a espessura da bicamada.

A concentracdo total de sonda em ambos os compartimentos (interior e
exterior) foi calculada com base na equacgéo do gradiente de concentracdo [3] e com

base na equacéo da conservacdo de massa de AA [4], dando origem a:

Mijpt _ V [AAlint

Mexe 1V |AAlext £q.6

A partir da equacdo [6] foi possivel obter um grafico dos valores obtidos
experimentalmente (miy/Mey calculado a partir da equacéo [1] em funcdo do gradiente
criado).

A figura 22 mostra que existe acumulacéo de AA nos lipossomas em func¢éo do
gradiente transmembranar de sulfato de amonio. E possivel identificar, igualmente,
fases distintas nos estudos com NaCl: uma primeira fase onde a acumulacdo
praticamente ndo é detetavel, para gradientes inferiores de 100 (ApH= 1,92 calculado
através do logaritmo do gradiente), uma segunda fase, até gradientes proximos de 400
(ApH= 2,60), onde o valor de m;/m¢, parece depender linearmente do gradiente e,
ainda, uma terceira fase, para valores de gradiente superiores a 400, onde é possivel
observar um crescimento acentuado na acumulacdo de AA dentro dos lipossomas e

de valor superior ao previsto pelas equagdes apresentadas anteriormente.
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Figura 22 — Extensdo da acumulagdo de AA em fungdo do gradiente transmembranar de sulfato de amdnio (A)
(NH4)2S04/ 150 mmol.dm™ NaCl e (B) (NH4),SO4/ 10% Sacarose. |AA|= 1 mmol.dm?, |SPPC:Col|= 36 mmol.dm™ e
T=65°C. Os resultados apresentados correspondem a média de pelo menos 3 ensaios independentes.

Os graficos obtidos, apresentados na figura 22, encontram-se de acordo com o
comportamento descrito para 0 AA, na literatura para gradientes transmembranares
criados por substituicdo do sulfato de amonio, presente no exterior dos lipossomas,
por solu¢des salinas [105, 109].

Com base nas equacfes do gradiente e conservagcdo de massa (equacdes 3 e
4) foi possivel determinar o valor de ApH quando todo o meio externo dos lipossomas
se encontra substituido por NaCl 150 mmol.dm™ ou sacarose 10%. Os valores de ApH
determinados, apos a formagédo do gradiente e apos 30 dias (1 més) encontram-se

representados na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de ApH determinados para SPPC:Col (1:1).

ApH ApH (1 més)*
NaCl 150 mmol.dm™ 3,25 2,48
Sacarose 10% 336 e

* valor de ApH apés 30 dias da formagéo do gradiente. Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos

3 ensaios independentes

Os valores ApH de cerca de 3 unidades, presentes na tabela anterior,
comprovam a presenca de um gradiente transmembranar suficiente para levar a
encapsulacado de fluoroquinolonas e embora diminua ao longo do tempo, no caso de
NaCl ainda sera suficiente para acumulacéo de fluoroquinolonas em lipossomas.

Os valores determinados vao de encontro aos descritos na literatura que

referem que, para diferencas de pH estabelecidas por remocé&o total do meio externo
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de lipossomas hidratados com sulfato de amdnio, por NaCl ou Sacarose se originam

gradientes de aproximadamente 3 unidades [8, 69, 86, 110].

1.3. Estudos de encapsulacao de fluoroquinolonas por
gradiente transmembranar

A encapsulacdo de todas as fluoroquinolonas, devido ao seu perfil
anfotérico/ido dipolar e baixa solubilidade a pH fisiolégico realizou-se através de um
gradiente de pH baseado nos gradientes transmembranares de sulfato de aménio [8,
85, 86, 103].

Os estudos de encapsulacdo permitiram a encapsulacdo e retencdo das
fluoroquinolonas ciprofloxacina (cpx), norfloxacina (nrx), pefloxacina (pfx),
levofloxacina (lvx) e sparfloxacina (spx) em lipossomas constituidos por trés sistemas
lipido:colesterol (1:1) diferentes (PMPC, SPM, SPPC). A encapsulacdo dos farmacos
foi possivel através da incubacdo dos lipossomas referidos na presenca das
fluoroquinolonas em estudo, em NaCl 150 mmol.dm™® ou Sacarose 10%, apds o

estabelecimento de um gradiente de pH através da membrana lipidica.

Rs R, Rq R;, Ry R:.
Ciprofloxacina | =-----—- cCyH;
Levofloxacina | -—---—- | -OCH,CH(CH,}- | - CHy | =eeeeee
Morfloxacina | ——-—-— | C,H;
Pefloxacina e | C4H; —— —— CHy | —
Sparfloxacina NH; | cCyH; F CH; | ——- | CH;

Figura 23 — Nucleo base das fluoroquinolonas e respetivos substituintes.

1.3.1. Em NaCl (150 mmol.dm™)

Para todos os sistemas lipidicos testados (PMPC:Col, SPPC:Col e SPM:Col),
os resultados obtidos mostram um nivel de encapsulacdo de cerca de 80%, exceto

para a Ivx cujas percentagens de encapsulacdo nunca ultrapassaram o valor médio de
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50%. De seguida apresenta-se uma tabela (tabela 5) com as diferentes percentagens

de encapsulacdo obtidas para cada fluoroquinolona nos diferentes sistemas lipidicos

testados.

Tabela 5 — Percentagens de encapsulagdo (%) das diferentes fluoroguinolonas, ao fim de 120 min, para incubacdo em

NaCl 150 mmol.dm™. Os valores apresentados correspondem & média de pelo menos trés ensaios independentes.

PMPC:Colesterol

SPM:Colesterol

SPPC:Colesterol

Cpx
Nrx
Pfx

Lvx

78,3
76,4
76,6
53,1

73,6
71,0
84,7
55,9

73,1
79,1
76,9
57,3

A figura 24 traduz o perfil de encapsulacdo das diferentes fluoroquinolonas

estudadas e permite-nos observar que a percentagem de encapsulacdo maxima foi

atingida, praticamente ap6s 10 min de incubacao.
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Figura 24 — Percentagem de encapsulacédo (%) das diferentes fluoroquinolonas (A) Cpx, (B) Nrx, (C) Pfx e (D) Lvx vs

tempo (min), em diferentes sistemas lipido:colesterol () PMPC, (o) SPM, (») SPPC. A incubagéo foi realizada em

NaCl 150 m

mol.dm™.
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Para o sistema lipidico PMPC:Colesterol, aproximadamente 70% de
encapsulacao de farmaco foi obtida ao fim de 10 min de incubacdo e aumentou até um
maximo de 78% (120 min), como se pode observar na figura 24. Este comportamento
foi igualmente observado para as fluoroguinolonas cpx, nrx e pfx. Embora a Ivx seja
estruturalmente semelhante, este comportamento ndo se observou obtendo-se,
apenas, um maximo de 53% de encapsulagéo ao fim de um periodo de 2 h.

No que diz respeito ao sistema SPM:Colesterol (circulos fechados), para a cpx
e nrx observou-se uma encapsulacdo de aproximadamente 66% ao fim de 10 min
enquanto para a pfx a percentagem obtida foi cerca de 74% e para a Ivx 50%. Ao fim
de 120 min foi possivel observar um aumento da encapsulagédo para 74, 69 e 85%
para a cpx, nrx e pfx, respetivamente. No caso da lvx, tal como no sistema anterior, a
fluoroquinolona atingiu somente 56% de encapsulag&o apos o término da incubacao.

Relativamente ao terceiro sistema testado, SPPC:Colesterol, foi possivel
verificar que, ao fim de 10 min, a encapsulacéo obtida para nrx e pfx foi cerca de 74%
enquanto para cpx e Ivx foi de 65 e 50%, respetivamente. As percentagens de
encapsulacao obtidas ao fim de 120 min encontram-se relativamente préximas, sendo
0 seu valor médio ~77% com a excecdo da Ivx que, tal como para os sistemas
anteriores apenas se obteve uma encapsulacédo de 54% dentro dos lipossomas como
se pode verificar pela figura 24 (triangulos).

A encapsulagéo de spx foi testada, em NaCl, e obtiveram-se valores elevados
de encapsulacdo no entanto ndo foi possivel determinar se seria devido a
encapsulacdo ou devido a algum precipitado que tivesse atravessado a coluna de
Sephadex G-50. Foram realizadas medi¢cdes de tamanho através da espectroscopia
de correlagdo foténica e verificou-se a presenca de uma segunda populacdo, de
maiores dimensdes, que sugere a presenca de precipitado.

Considerando as diferencas estruturais entre as fluoroquinolonas em estudo,
apresentadas na figura 23, € possivel observar que a nrx e a pfx diferem apenas na
presenca de um grupo metilo na posicdo para do grupo piperazinil o que pode explicar
as suas similaridades a nivel da percentagem de encapsulagdo obtida, mesmo para
diferentes sistemas lipidicos. O mesmo pode ser afirmado para a cpx que diferindo da
nrx apenas, na posicao 1 apresenta encapsulacées semelhantes as obtidas para a nrx
e pfx, sendo que as diferencas observadas se encontram dentro do erro experimental.

No que diz respeito aos resultados obtidos para a Ivx, 0os baixos niveis de
encapsulacdo poderdo ser uma consequéncia de interagces estereoquimicas entre a

fluoroquinolona e as cabecas polares do fosfolipido, uma vez que este farmaco possui
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uma estrutura mais volumosa, devido ao anel formado entre as posi¢cdes 1 e 8 do
ndcleo base das quinolonas.

Considerando que as fluoroquinolonas possuem dois locais de protonacao (no
grupo carboxilato do nucleo e na amina na posi¢do para do grupo piperazina), podem
adotar quatro formas diferentes em solucao (neutra, ido-dipolar, catiénica e anionica)
e, uma vez que apenas a forma neutra do farmaco é capaz de transpor a membrana
lipidica, através da determinagdo da razdo entre as formas neutra e de ido-dipolar,
pela razdo entre as suas constantes de protonagéo (Ka; e Ka,), € possivel prever o
comportamento de cada farmaco aquando do processo de encapsulacao [111]. Tendo
isto em consideracéo, e de acordo com razéo ido dipolar/forma neutra, determinada
para todas as fluoroquinolonas em estudo (tabela 6), é possivel verificar que, para
fluoroquinolonas que exibam uma menor razdo, a forma neutra deverd estar numa

concentracdo mais elevada do que a forma de i&o-dipolar.

Tabela 6 — pKa's das fluoroguinolonas em estudo e a raz&o entre as espécies ido-dipolar/neutra [90, 111, 112].

Cpx Lvx Nrx Pfx Spx

pKa; 6,15 6,10 6,25 6,02 6,13
pKa, 8,95 8,60 8,44 7,95 7,43
[FQI/[FQ] 631 316 155 85,1 20,0

Contudo, para todos os farmacos, a concentracdo do ido dipolar predomina
sobre 0 ido neutro e, uma vez que a concentracdo total de ambas as espécies é
méxima quando proxima da neutralidade, pode concluir-se que um maior coeficiente
de particdo de n-octanol/agua pode ser correlacionado com a predominancia dessas
espécies [111].

Tendo em consideragdo os fatores mencionados anteriormente em conta, a
tabela 6 permite confirmar os dados obtidos a partir dos estudos de encapsulagdo com
a excec¢do da fluoroquinolona Ivx pois, como ja foi referido, devido a sua estrutura mais
volumosa, € possivel que a sua baixa encapsulagcdo se deva a interacdes
estereoquimicas entre a fluoroquinolonas e as cabecas polares dos fosfolipidos,

interacBes estas que ndo ocorrem num modelo simples como o n-octanol/agua [111].
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1.3.2. Em Sacarose (10%)

Na tabela 7 encontram-se apresentados os valores de percentagem de
encapsulacdo obtidos para todas as fluoroquinolonas nos diferentes sistemas

lipido:colesterol testados, para incubacdo em sacarose 10%.

Tabela 7 — Percentagens (%) de encapsulagédo das diferentes fluoroquinolonas, ao fim de 120 min para incubagédo em
Sacarose 10%. Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos trés ensaios independentes.

PMPC:Colesterol SPM:Colesterol SPPC:Colesterol
Cpx 80,6 66,5 76,6
Nrx 71,1 65,5 80,6
Pfx 73,5 72,8 79,4
Lvx 55,3 53,1 53,0
Spx 85,6 92,3 71,6

A figura 25 apresenta o perfil de encapsulacéo das fluoroquinolonas em estudo,

em funcéo do tempo de incubacdo em Sacarose 10%.
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Figura 25 — Percentagem de encapsulacéo (%) das diferentes fluoroquinolonas (A) Cpx, (B) Nrx, (C) Lvx, (D) Pfx e (E)

Spx vs tempo (min), em diferentes sistemas lipido:colesterol (B) PMPC, (o) SPM, (o) SPPC. A incubacéo foi feita em

Sacarose 10%.

De acordo com os diferentes graficos apresentados, na figura 25, € possivel

observar que para o sistema envolvendo o lipido PMPC, existe uma encapsulacao, ao

fim de 120 min entre 55%, para a Ivx e 86% para a spx.

Relativamente ao sistema SPM:Colesterol, observaram-se percentagens de

encapsulacdo mais baixas do que as obtidas para os outros sistemas variando entre

53% para a lvx e 66-73% para as restantes fluoroquinolonas. A spx possui, no entanto,

uma percentagem de encapsulagdo maior que as restantes quinolonas (92%).
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No caso do sistema SPPC:Colesterol verificaram-se percentagens
semelhantes, dentro do erro, para todas as fluoroquinolonas ao fim de 120 min,
novamente com a Ilvx como excecdo atingindo apenas 53% de encapsulacdo
relativamente aos cerca de 80% determinados para os restantes farmacos.

De todas as fluoroquinolonas estudadas foi possivel verificar que, quando
incubadas em sacarose, a pfx e lvx sdo as que tém uma encapsulacdo semelhante em
todos os sistemas lipidicos utilizados. Embora pareca existir uma diferenca
significativa para a spx, devido a um ligeiro aumento na sua encapsulagdo, em
sistemas de SPM:Col, quando comparada com o sistema SPPC:Col esta diferenca
provavelmente resultara das propriedades fisico-quimicas do farmaco e lipido, como
hidrofobicidade, temperatura de transicdo de fase e fluidez do lipido [8, 88, 111, 113].

No que diz respeito a fluoroquinolona Ivx, tanto para NaCl como para a
Sacarose, 0s baixos niveis de encapsulagéo, tal como mencionado nos estudos de
encapsulacdo em NaCl 150 mmol.dm®, serdo uma consequéncia de interacdes
estereoquimicas entre a fluoroquinolona e as cabecas polares do fosfolipido.

De um modo geral é possivel afirmar que a encapsulacdo de diferentes
fluoroquinolonas em diferentes sistemas lipidicos € possivel, com encapsulacdes na
ordem dos 80-90% independentemente do meio utilizado para a incubagédo (NaCl ou
Sacarose) e da composicdo do sistema lipidico.

Também ¢é possivel observar, pela analise das tabelas apresentadas (tabela 5
e tabela 7), que o sistema que contém SPM e colesterol origina, de um modo geral,
percentagens de encapsulacdo mais baixas (a excec¢édo da Ivx) do que para 0s outros
dois sistemas que, de acordo com a literatura [26], € uma das desvantagens da
utilizacao de esfingomielina para sistemas de transporte/libertagdo controlada. Embora
todos sistemas lipidicos utilizados (PMPC:Col, SPM:Col e SPPC:Col) permitam a
encapsulacdo de cpx, nrx, Ivx, pfx e spx, a sua utilizagdo como sistemas de
transporte/libertacdo de fluoroquinolonas dependera de estudos que permitam avaliar
a sua estabilidade e retenc&o do antibiotico encapsulado assim como a libertacdo das

guinolonas em condigdes fisiolégicas.

1.4. Estabilidade dos sistemas lipidicos preparados

Para o sistema lipidico PMPC, a retencdo dos farmacos encapsulados, apés 4
semanas de armazenamento a 4°C (figura 26) encontra-se entre 90 e 100%,

perdendo, relativamente a quantidade de farmaco encapsulada inicialmente, cerca de
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3% para sistemas em NaCl e 6% para sistemas nos quais foi utilizada sacarose como

meio de incubacdao.

V% 7%

v

Encapsulacao (%)
Encapsulacao (%)

I Lvx
Fluoroquinolona EZZ2 120min
4 semanas

Figura 26 — Comparacgédo entre percentagens de encapsulacdo das diferentes fluoroquinolonas ao fim de 120 min e 4
semanas de armazenamento a 4° C (% retida) para o sistema lipidico PMPC:Colesterol em (A) NaCl 150 mmol.dm™ e
(B) Sacarose 10%.

No que diz respeito ao sistema lipidico composto por SPM:Col (figura 27)
verifica-se que as percentagens de retencdo dos farmacos dentro dos lipossomas, ao
fim de 4 semanas, sdo significativamente mais baixas e a diferenca entre elas,
superior ao erro associado. Para os estudos com NaCl a retencdo encontra-se entre
73 e 83% enquanto para a sacarose este intervalo situa-se entre 72 e 94%. Existe
uma perda de cerca de 22% do material inicialmente encapsulado nos lipossomas.
(ver anexo 3)

7

Encapsulagao (%)
Encapsulagao (%)

X Lvx
Fluroquinolona 777 120 min
4 semanas

Figura 27 — Comparacgédo entre percentagens de encapsulacdo das diferentes fluoroquinolonas ao fim de 120 min e 4
semanas de armazenamento a 4° C (% retida) para o sistema lipidico SPM:Colesterol em (A) NaCl 150 mmol.dm? e
(B) Sacarose 10%.

Relativamente ao sistema lipidico SPPC:Col verifica-se, na figura 28, uma
retencdo média entre 87 e 100% para os estudos em NaCl e de 81-98% para o0s
estudos em Sacarose, resultando numa perda de material encapsulado de cerca de 8
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e 10%, respetivamente. Analisando a figura 28B é possivel observar que apenas nos
sistemas com Sacarose e para a fluoroquinolona nrx existe uma perda significativa,

estando todos os outros resultados dentro do erro de 10%.

100

90 4 B o
m »
7 . £/
3 3 N !
g g 7 / // /
/ //
g g -
& / & / /
10 4 /5 ?
1 7 . U
. Cpx Nrx P Spx
Fluoroquinolona 120 min Fluoroguinolona 120 min
774 semanas 4 semanas

Figura 28 — Comparacgédo entre percentagens de encapsulacdo das diferentes fluoroquinolonas ao fim de 120 min e 4
semanas de armazenamento a 4° C (% retida) para o sistema lipidico SPPC:Colesterol em (A) NaCl 150 mmol.dm e
(B) Sacarose 10%.

A retencdo do farmaco dentro dos lipossomas depende da estabilidade do
lipido ao longo do tempo e os estudos realizados (DLS e oxidacdo anexo 2) indicam
gque sistemas lipidicos sintéticos como PMPC e SPPC sdo mais estaveis que a SPM
como se pode confirmar através dos resultados obtidos.

De acordo com a literatura, no que diz respeito a composi¢édo lipidica,
lipossomas constituidos por lipidos com elevadas temperaturas de transicdo de fase
(como SPPC e PMPC) e percentagens relativamente elevadas de colesterol (~40%
mol), libertam menor quantidade de farmaco do que lipossomas constituidos por
lipidos com baixa T, (SPM) com a mesma, ou menor, percentagem de colesterol. A
utilizacdo de longas cadeias hidrocarbonadas saturadas e a presenca de uma
guantidade “6tima” de colesterol na bicamada lipidica reduz possiveis defeitos na
membrana, reduzindo, deste modo, a sua permeabilidade [66].

De um modo geral existe menor reten¢éo do farmaco dentro do lipossoma para
estudos de encapsulacéo realizados na presenca de sacarose 10% e para o sistema
lipidico SPM:Col. O comportamento observado para os sistemas lipidicos sintéticos
(PMPC e SPPC) foi semelhante para todas as fluoroquinolonas e dentro do erro
associado, pelo que qualquer um destes dois sistemas sera adequado para estudos

de encapsulacéo de fluoroquinolonas.
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1.5. Estudos de libertagcao de fluoroquinolonas em condicdes
fisiologicas

A escolha do sistema lipidico utilizado para os estudos de libertagédo
(SPPC:Col) prendeu-se com o facto de este ser um sistema, de composi¢ao sintética,
gue permite uma boa retengdo/estabilidade dos farmacos encapsulados, como se
verificou nos estudos referidos em 1.4.

Geralmente, a libertacdo de um farmaco a partir de lipossomas é influenciada
pelas caracteristicas fisico-quimicas do sistema lipossémico e do seu meio externo.
Deste modo, estes sistemas deverdo ser avaliados num ambiente biomimético
(condicdes fisiologicas) de modo a obter uma correlagéo entre os estudos in vitro e in
vivo [3]. Os estudos de libertag&o in vitro efetuados, permitiram avaliar a capacidade
do sistema lipidico SPPC:Colesterol reter o material encapsulado, em condicdes
fisiolégicas (pH 7,4 e 37°C) e de, prever qual o seu comportamento in vivo [80].

Os meios utilizados para os estudos de libertacdo foram o PBS e SBF. A
selecdo dos meios de libertacdo utilizados nestes estudos baseou-se na literatura, no
caso do PBS devido a maior parte dos estudos de libertacdo, in vitro, ser realizada
nesta solucédo tampéo [3, 114] enquanto a selecdo do SBF prendeu-se com a sua
elevada semelhanca com a composicédo ionica do plasma sanguineo [82], permitindo-
nos uma avaliacdo do comportamento dos lipossomas num fluido biomimético. Sendo
0 objetivo da encapsulacdo de fluoroguinolonas em lipossomas a sua aplicagéo in
vivo, € importante que a semelhanga entre o0 meio onde ocorrera libertagcdo e os fluidos
biologicos seja elevada, de modo a obter perfis de libertagdo em condi¢cdes o mais
préximas possivel das fisioldgicas, ou seja, das condic¢des in vivo.

A libertacdo das fluoroquinolonas foi determinada, in vitro, por incubacdo das
aliquotas para as quais se verificou a maior percentagem de encapsulacdo e foi
efetuada imediatamente ap6s os estudos de encapsulacao (120 min de incubacao, ver
ponto 1.3) em PBS e SBF, pH 7,4 e 37°C. E importante referir que, uma vez que 0s
volumes de lipossomas obtidos, apds centrifugacdo em mini coluna de spin, séo
pequenos (100+10 uL), foi necessério recolher e centrifugar, apés encapsulacédo
méaxima, aliquotas para cada um dos periodos de tempo pretendidos nos estudos de
libertacdo (0, 15, 30 45 e 60 min). A recolha de diferentes aliquotas podera levar a
maiores oscilagbes nos valores de percentagem de encapsulagdo obtidos apos
incubacao nos meios selecionados uma vez que cada aliquota ter4 um erro associado
de 10%.
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Na literatura encontra-se descrito que, para a fluoroquinolona cpx se observa
uma libertacdo superior a 90% do material encapsulado ap6s 5 min [86] pelo que os
estudos realizados contemplam apenas a libertacdo por um periodo de 60 min, tempo

suficiente, de acordo com a literatura, para uma total libertacdo das fluoroquinolonas.

1.5.1. Estudos de libertacdo em PBS

A figura 29 traduz a libertacdo dos farmacos em PBS, num periodo de 60 min,
para uma razéo molar lipido:fluoroquinolona de 1:0,3, nos dois meios utilizados para a
incubacdo aquando dos estudos de encapsulagdo: NaCl 150 mmol.dm™ e sacarose
10%.

sulacao (%)

Encap:
Encapsulacao (%)

Encapsulagao (%)

Encapsulagao (%)

N\
N

Encapsulagao (%)

AN

NN\
AN\

EANN
N

T T T
30 40 50 60
tempo (min)

Figura 29 — Estudos de libertacéo de (A) Cpx, (B) Nrx, (C) Pfx, (D) Lvx e (E) Spx em PBS pH 7,4, 37°C, ao longo de 60

min, ap6s encapsulacdo das mesmas em (////) NaCl 150 mmol.dm™ ou (///) Sacarose 10%.
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Verifica-se, com base na figura 29 que ndo existe libertacdo significativa do
material encapsulado durante um periodo de 60 min independentemente do meio
usado para se efetuar a encapsulacdo (NaCl ou Sacarose. Os diferentes valores
obtidos para a percentagem de encapsulacdo sdo idénticos a menos do erro
experimental (10% associado a centrifugacédo por mini colunas de spin) determinado
no ponto 1.4.

E igualmente possivel determinar a percentagem média de retencdo para cada
uma das fluoroquinolonas em estudo, relativamente ao meio de encapsulacdo. Para a
encapsulacdo em NacCl existe uma percentagem de retencdo do material encapsulado
entre 88 e 94% e para os estudos envolvendo sacarose a percentagem de retencdo
encontra-se entre 88 e 97%. Assim pode-se afirmar que ndo existem diferencas
significativas em termos de libertagdo entre a encapsulacdo em NaCl ou Sacarose. Os

valores determinados encontram-se resumidos na tabela 8.

Tabela 8 — Percentagem de retencao (%) das diferentes fluoroquinolonas, em PBS pH 7,4, de acordo com o meio de

encapsulacdo. Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos trés ensaios independentes.

. % media retencao
% media retencao (NacCl)

(sacarose)
Cpx 88,5 93,7
Nrx 94,1 93,5
Pfx 89,6 94,0
Lvx 89,5 96,7
Spx 000 emmememeeeee- 88,3

1.5.2. Estudos de libertagdo em SBF

No que diz respeito aos estudos de libertacdo em SBF pH 7,4, observou-se o
mesmo comportamento anteriormente registado para as fluoroquinolonas em PBS. Os
valores sao concordantes a menos do erro experimental determinado em 1.4.

A andlise da figura 30 permite-nos determinar a percentagem de
fluoroquinolona que se mantém encapsulada no interior dos lipossomas apos o fim dos
estudos de libertacdo, em SBF. Com base nos valores de encapsulacdo maximos,
determinados anteriormente no ponto 1.3, e os valores obtidos nos estudos de
libertacao foi possivel calcular a percentagem de farmaco que se mantém retida dentro

dos lipossomas ap6s 60 min em contacto com o meio de libertagéo.
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Figura 30 — Estudos de libertacéo de (A) Cpx, (B) Nrx, (C) Pfx, (D) Lvx e (E) Spx em SBF pH 7,4, ao longo de 60 min,
apos encapsulacéo das mesmas em (////) NaCl 150 mmol.dm™ ou (////) Sacarose 10%.

Para a encapsulacdo em NaCl observa-se uma percentagem de retencdo do
material encapsulado entre 88 e 93% enquanto para os estudos em sacarose a
percentagem de retencdo encontra-se entre 89 e 98%. De acordo com os valores
determinados, apresentados na tabela 9, é possivel verificar que estudos de
encapsulacado onde a incubacéo foi realizada em sacarose possuem uma retencédo do
material encapsulado, em SBF, ligeiramente superior a reten¢do observada para os
estudos em NaCl. No entanto, uma vez que os valores se encontram dentro do erro

associado, embora exista uma retengéo superior, € possivel concluir que as diferencas
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verificadas ndo séo significativas em termos de libertacdo entre a encapsulacdo em

NaCl ou Sacarose. Os valores determinados encontram-se resumidos na tabela 9.

Tabela 9 — Percentagem de retengdo (%) das diferentes fluoroquinolonas, em SBF pH 7,4, de acordo com o meio de

encapsulacdo. Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos trés ensaios independentes.

% media retencao
% media Fetencao (NacCl) meca

(sacarose)
Cpx 88,2 93,5
Nrx 92,6 94,6
Pfx 89,5 89,3
Lvx 82,6 97,8
S R — 92,6

Comparando os valores apresentados nas tabelas tabela 8 e tabela 9 é
possivel afirmar, que em ambos o0s meios de libertacdo, as fluoroquinolonas
encapsuladas em lipossomas de SPPC:Colesterol (e diferentes meios de
encapsulacao) adotam praticamente o mesmo comportamento durante os primeiros 60
min, relativamente a retencdo do material encapsulado. Pode-se igualmente afirmar
gue durante este periodo, nao existe qualquer influéncia do meio de libertagcdo nas
propriedades de retencdo do sistema SPPC:Colesterol.

A pequena libertacdo observada, para o sistema lipidico utilizado (SPPC:Col),
deve-se ao sal escolhido para a criacdo do gradiente transmembranar: sulfato de
amonio. De acordo com a literatura, a libertacdo de farmacos do interior dos
lipossomas depende, entre outros fatores, do contra-ido associado [66, 67]. O contra-
iao utilizado permite controlar a estabilidade de encapsulacéo e o perfil e cinética de
libertacdo de farmacos (com caracteristicas de base fraca) do interior dos lipossomas
para 0 meio externo [67].

Para substancias com caracteristicas de bases fracas anfipaticas, como as
fluoroquinolonas, a libertagdo é menor quando se utliza sais de amoénio para
estabelecer o gradiente [66]. No que diz respeito ao contra-ido, de entre os anides de
baixo peso molecular (organicos e inorganicos) utilizados em estudos de
encapsulacao através do catido amonio, a estabilidade da encapsulacdo, ou seja, a
retencao do material encapsulado, é maior para o anido sulfato [67].

Considerando que o gradiente transmembranar foi estabelecido, para todos os
estudos de encapsulagdo de fluoroquinolonas em lipossomas, através de sulfato de
amonio, os resultados obtidos para a libertagdo das fluoroquinolonas em PBS e SBF
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encontram-se de acordo com a literatura, uma vez que a libertacdo, durante um

periodo de 60 min, foi muito pequena.
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2. Sintese e caracterizacdo de complexos ternarios Cobre

(), fluoroquinolonas e 1,10-fenantrolina

Os complexos ternarios de fluoroquinolonas, Cu(ll) e 1,10-fenantrolina foram
obtidos como sdlidos cristalinos ou amorfos e com cores caracteristicas do ido de
metal utilizado. Os complexos obtidos s&o hidratados, com diferentes graus de
hidratacdo, e encontram-se na razdo metal:ligandos 1:1:1.

Os resultados de analise elementar obtidos permitiram a determinagdo das
percentagens de erro associadas a cada elemento, por comparacdo com os valores
calculados teoricamente (tabela 10), assim como uma previsdo da estrutura do

complexo de metal.

Tabela 10 — Percentagens de C, H, N e S e rendimento calculados e obtidos para os complexos de metal sintetizados.

. | C (%) H (%) N (%) Rendimento
omplexo
P Teor. (Exp) Teor. (Exp) Teor. (Exp) (%)

CuNrxPhen 52,4 (51,7) 4,24 (4,21) 13,1 (12,9) 81,0
(Mn=642,09 g.mol™)

CuSpxPhen 48,4 (48,0) 4,85(4,83 12,8(12,6) 83,3
(My=769,21 g.mol™)

CuOfxPhen 50,0 (50,0) 4,62 (4,58) 11,7 (11,8) 69,4
(Mu=720,16 g.mol™)

CuLvxPhen 50,7 (50,6) 4,54 (4,51) 11,8 (11,9) 64,0
(Mn=720,16 g.mol™)

CuPfxPhen 50,3 (50,1) 4,94 (4,85) 12,1 (12,0) 61,2
(My=692,15 g.mol™)

CuCpxPhen 48,0 (48,3) 4,86 (4,83) 11,6 (11,5) 75,8
(Mn=726,17 g.mol™)

CuLmxPhen 47,8 (48,5) 4,71 (4,85) 11,5(11,7) 66,1
(My=728,16 g.mol™)

CuMixPhen 50,4 (50,6) 512 (537) 10,7 (10,5) 61,4
(My=787,25 g.mol™)

CuPrxPhen 46,2 (46,4) 458 (457) 9,8 (10,9) 63,0

(My=858,30 g.mol™)
S(%) 3,74 (4,14)
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De acordo com os resultados apresentados na tabela anterior € possivel prever
qual a formula de estrutura de cada complexo de metal. De acordo com as
propriedades fisico-quimicas das fluoroquinolonas sabe-se que os grupos carboxilo e
carbonilo (ha posicdo 3 e 4 no ndcleo base, respetivamente) constituem um local de
coordenacao para ides divalentes enquanto a 1,10-fenantrolina, sendo um ligando
heterociclico dador de azoto, irA coordenar ao cobre através dos atomos de azoto
presentes na sua estrutura. A andlise da tabela 10 permitiu a sugestéo da estrutura de
cada complexo sintetizado. Assim, de uma forma geral, a complexagdo de
fluoroquinolonas e fenantrolina ao ido divalente Cu?* originara a seguinte estrutura
(figura 31):

Complexo n{H,0) n{NOJ)
CuNrxPhen 1
CuSpxPhen
CuOfxPhen
CuLvxPhen
CuPfxPhen

0 CuCpxPhen
| CuLmxPhen

(\N N
| CuMfxPhen 45

HN\) R
s Ry CuPrxPhen 5 1

—_ = =

n
B O W W N W

—_ = =

Figura 31 — Estrutura prevista para os complexos de cobre (ll), fluoroquinolona e 1,10-fenantrolina, com base nos

resultados obtidos por analise elementar.

As percentagens de erro obtidas, associadas a cada elemento, permitiram
concluir que a sintese dos complexos de cobre com fluoroquinolonas e 1,10-
fenantrolina foi bem sucedida e com rendimentos elevados com a excec¢éo, apenas, do

complexo ternério de cobre da fluoroquinolona prulifloxacina.

2.1. Caracterizacdo por Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel

Os espectros de ultravioleta-visivel das fluoroquinolonas, 1,10-fenantrolina e
respetivos complexos, obtidos em solucdo aquosa estdo apresentados na figura 32.
De acordo com os diagramas de distribuicdo consultados [65, 90, 112, 115], nas
concentracdes utilizadas, os espectros observados correspondem ao complexo

ternério cobre:fluoroquinolona:1,10-fenantrolina.
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Figura 32 — Espectros de UV-Vis de (=) 1,10-fenantrolina, (=) fluoroquinolonas (~10° mol.dm™®) e (—) respetivos
complexos de cobre (Cuflgphen ~10°° mol.dm™®): (A) Cpx (B) Lmx (C) Lvx (D) Mfx (E) Nrx (F) Ofx (G) Pfx e (H) Spx. Os
espectros inseridos em cada gréafico correspondem a banda de transicdo d-d do cobre do respetivo complexo de metal

(~10"®° mol.dm’®).
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No que diz respeito aos espectros das fluoroquinolonas, € possivel observar a
presenca das suas bandas caracteristicas a [270-298 nm] e [~320-340 nm] [116, 117].
A 1,10-fenantrolina, em solucdo aquosa, apresenta uma banda bem definida a 264
nm.

Para os complexos é possivel observar um desvio do comprimento de onda
méaximo, tanto das fluoroquinolonas como da 1,10-fenantrolina. Embora os espectros
de UV-Vis dos complexos de metal sintetizados sejam semelhantes aos dos ligandos
(farmacos e fenantrolina) a presenca dos desvios indica a coordenacdo entre 0s
ligandos e o metal permitindo-nos distinguir entre os diferentes espectros.

A 1,10-fenantrolina (phen) sofre, em todos os complexos sintetizados, um
desvio batocrémico de aproximadamente 10 nm. Nos espectros dos complexos
ternarios dos farmacos cpx, nrx, pfx e spx existe um desvio hipsocromico do seu
comprimento de onda maximo quando complexado ao metal. Assim, para 0S
complexos apresentados na figura 32A, E, G e H temos um desvio batocrémico
mencionado anteriormente para a phen, um desvio hipsocrémico de 6 nm para a spx e
de 2 nm para os restantes farmacos mencionados.

Os restantes complexos (figura 32B, C, D e F) no que diz respeito a banda da
fluoroquinolona, sofrem um desvio batocromico, ao contrario do observado
anteriormente, de 2 nm para a lvx e ofx, de 4 nm para a mfx e de 6 nm para a Imx.

Todos os complexos apresentados na figura 32 apresentam uma banda na
zona do visivel [620-662 nm] que, de acordo com a literatura, € caracteristica de
compostos de Cu(ll) com geometria piramidal de base quadrada, sugerindo que o
cobre estard penta-coordenado com os atomos de azoto presentes na phen e 0s
oxigénios do grupo carbonilo e carboxilo, sendo a quinta coordenacdo "reservada’ a
moléculas de agua ou ides nitrato [116].

A tabela 11 apresenta os valores de comprimento de onda para as bandas

verificadas nos espectros na figura 32:
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Tabela 11 — Valores de Amax Observados para os ligandos phen, as diferentes fluoroquinolonas e respetivos complexos

ternarios.
IL (nm) d-d (nm)
phen 264
Cpx 276 318
CuCpxPhen 274 320 636
Lmx 282 324
CuLmxPhen 274 288 322 642
Lvx 292 328
CuLvxPhen 274 294 ~328 638
Mfx 290 338
CuMfxPhen 272 288 326 634
Nrx 276 316
CuNrxPhen 274 318 636
Ofx 292 328
CuOfxPhen 274 294 ~328 636
Pfx 276 318
CuPfxPhen 274 318
Spx 298 368
CuSpxPhen 274 294 364 656

IL- Intraligando; d-d- transi¢des d-d

No que diz respeito a estabilidade das solugdes aquosas, apos
armazenamento (30 dias), 0s seus espectros ndo apresentavam quaisquer alteracdes
permitindo afirmar que estes séo estaveis ao longo do tempo.

Como no processo de encapsulacdo, em lipossomas, s&80 necessarias
temperaturas elevadas para que a encapsulacdo ocorra acima da temperatura de
transicao do lipido realizaram-se estudos da estabilidade, numa gama de temperaturas
de 25 a 65°C, dos complexos formados. Uma vez que se pretende encapsular,
posteriormente, os complexos sintetizados em lipossomas, os estudos de estabilidade
(figura 33) permitiram-nos verificar se existiria degradagdo dos complexos com o

aumento da temperatura.
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Figura 33 — Espectro de UV-Vis do complexo de metal Cucpxphen, em agua, na gama de temperaturas 25-65°C.

Embora os estudos realizados evidenciem um ligeiro decréscimo da
absorvancia em funcdo do aumento da temperatura, as diferencas espectrais (entre 25
e 65°C) séao inferiores a 0,06 permitindo, deste modo, afirmar que os diferentes
complexos sdo estaveis na gama de temperaturas contemplada como se pode ver
pelo exemplo apresentado na figura anterior. Este comportamento espectral foi
observado para todos os complexos ternarios sintetizados.

Embora se tenha realizado a sintese de um complexo ternario de cobre (ll), prix
e phen, a sua dissolugdo nédo foi possivel em nenhum solvente que pudesse ser
posteriormente utilizado em estudos de encapsulagcdo em sistemas lipidicos. Devido
as propriedades fisico-quimicas dos lipidos, a utilizagdo de solventes orgénicos ou
pH’s extremos ndo é possivel por levar a rutura das vesiculas lipidicas ou alteracao

das suas propriedades membranares, como a fluidez ou permeabilidade.

2.2. Espectroscopia de Infravermelho

A andlise dos espectros de Infravermelho, permitiu obter informacfes sobre o
modo de coordenacdo entre os ligandos e o ido metdlico. No entanto, devido a
presenca de diversos grupos funcionais, a analise dos espectros baseou-se nas suas
vibragBes mais caracteristicas, estando a regido de maior importancia compreendida
entre 1800 e 1300 cm™ [117].

Todas as fluoroquinolonas possuem bandas caracteristicas de vibracdes de
estiramento para o grupo carboxilo v(C=0), a ~1700 cm™ e para o grupo carbonilo
v(C=0), a ~1600 cm™. Em todos os complexos sintetizados, a banda correspondente

ao estiramento C=0 do grupo carboxilo (seta apresentada na figura 34A) desapareceu
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aquando da formacdo do complexo e foi substituida por duas bandas caracteristicas,
designadas por estiramento assimétrico (v(C=0),ssim~1550-1650 cm™) e estiramento
simétrico (v(C=0)n~1472-1384 cm™) indicando a sua desprotonacdo e possivel

coordenacdo ao ido metalico.
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Figura 34 — Espectro de infravermelho da fluoroguinolona (==) pefloxacina e do seu complexo de metal (=) Cupfxphen.
A seta demonstra a presenga da vibragcdo de estiramento (C=0) caracteristica do grupo carboxilo presente na posi¢éo

3 das fluoroquinolonas. No espectro do respetivo complexo de metal a banda nédo se encontra presente.

Na tabela 12 encontram-se resumidas todas as atribuicBes feitas aos sinais

mais relevantes nos espectros de Infravermelho tracados.
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Tabela 12 — Frequéncias de vibrag&o dos grupos funcionais caracteristicos presentes nos ligandos e complexos de

metal sintetizados.

v(C=0), v (C=0), v (0-C-O) assim v (O-C-0O) sim A

Cpx 1700 1622

Cucpxphen 1628 1610 1472 138
Lmx 1722 1612

Culmxphen 1616 1582 1458 124
Lvx 1725 1621

Culvxphen 1628 1589 1384 205
Oflx 1714 1622

Cuofxphen 1624 1613 1384 229
Mfx 1704 1622

Cumfxphen 1622 1576 1454 122
Nrx 1734 1624

Cunrxphen —  -----m--- 1631 1588 1384 204
Pfx 1719 1629

Cupfxphen 1632 1621 1384 237
Spx 1717 1641

Cuspxphen 1636 1576 1384 192
Prix 1716 1626

Cuprixphen 1600 1576 1374 202

A=v(OCO)assim-v(OCO)sim

Estas variacdes espectrais, de acordo com v(OCO) 4ssim-v(OCO)sir indicam um

modo de coordenacdo monodentada do grupo carboxilo [36, 62, 116-122]. As

variaces, de um modo geral, sugerem que as fluoroquinolonas coordenam ao ido

metalico através do oxigénio do grupo carbonilo e um dos oxigénios do grupo

carboxilo. Também é possivel observar que entre 3500 e 3000 cm™, existe uma banda

dividida, atribuida as vibracbes de estiramento O-H e N-H de moléculas de 4gua e

atomos de azoto do grupo piperazina, respetivamente. A banda intensa que se verifica

a ~1380 cm™ corresponde, igualmente, & vibracdo do grupo v(NOj3) confirmando,

deste modo, a presenga de um grupo nitrato ndo coordenado ao metal.
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2.3. Difracao de Raio X

Alguns dos complexos ternarios de Cu(ll) com phen e diferentes
fluoroquinolonas sintetizados foram caracterizados por métodos cristalograficos,
nomeadamente difracdo de Raios-X de cristal Unico. Foram isolados, por evaporagao
controlada a partir misturas de &gua-etanol, cristais dos seguintes complexos:
Cunrxphen, Cucpxphen, Culvxphen, Culmxphen, Cupfxphen e Cuofxphen. As
respetivas estruturas cristalinas foram confirmadas ou determinadas por difracdo de
Raios-X. As estruturas cristalinas dos complexos Culvxphen e Culmxphen seréo
apresentadas em maior detalhe, sendo que as caracteristicas estruturais dos restantes
sdo semelhantes e estas apresentadas detalhadamente, salvo quando descrito o
contrério.

Misturas de agua:etanol de Cumfxphen e Cuspxphen foram, de igual modo,
colocadas sob evaporacdo controlada. No entanto, para Cumfxphen, o material
cristalino obtido nao difratava suficientemente para obter dados necesséarios a
obtencdo de uma estrutura, enquanto para Cuspxphen nunca foi possivel obter

material com caracteristicas cristalinas obtendo-se, apenas, material amorfo.

2.3.1. Culvxphen

A estrutura do complexo Culvxphen revelou a formacdo de um complexo de
Cu(ll) catidnico com os dois ligandos (lvx e phen), sendo formulado como
[Cu(lvx)(phen)(H,0)](NO3)-2H,O (figura 35). A estrutura cristalina foi
determinada no sistema triclinico e no grupo espacial quiral P1 (os detalhes
sobre os dados de aquisicdo cristalograficos e de refinamento estrutural
encontram-se descritos na parte experimental e na tabela 2) com a unidade
assimétrica (asu) composta por dois catides [Cu(lvx)(phen)(H,O)]"
independentes cristalograficamente, dois aniées NO3;™ e quatro moléculas de
agua nao coordenadas (figura 36). Uma vez que os dois complexos
cristalograficamente independentes apresentam caracteristicas idénticas, a
discussado estrutural sera focada no complexo catidnico que contém o centro
Cul. As distancias e angulos das ligacbes envolvendo os dois centros de
Cu(ll), Cul e Cu2, apresentam-se sumarizados na tabela 13. A estrutura
molecular do complexo catiénico [Cu(lvx)(phen)(H,O)]" encontra-se
representada na figura 35a. O centro Cul coordena a um ligando lvx, o qual
apresenta um comportamento desprotonado bidentado e liga-se ao metal

através do oxigénio do grupo piridinona e de um oxigénio do grupo carboxilato,

95



96

FCUP

Estudo, caracterizacdo e desenvolvimento de sistemas de libertagéo controlada para as quinolonas e seus derivados

a uma phen e a uma molécula de agua. E um centro com nidmero de
coordenagédo cinco {CuN,O3} e apresenta uma geometria piramidal quadrada
com ligeira distor¢do. O plano equatorial (basal) € formado por dois &tomos de
oxigénio (O1 e O2) da Ivx e dois &tomos de Azoto (N1 e N2) do ligando phen,
enquanto o 4tomo de oxigénio (O1W) da molécula de &gua ocupa a posi¢ao
axial (figura 35b). As distancias Cul-N e Cul-O no plano basal variam entre
1,898(4) e 2,000(5) A, mas a distancia da ligagdo Cul-O1W no eixo axial €
consideravelmente mais longa, 2,262(5) A. Os angulos N/O—Cul-O/N cis e
trans encontram-se nos intervalos 82,2(2)-101,4(2)° e 168,5(2)-168,9(2)°,
respetivamente. Convém salientar que o Cul apresenta apenas um ligeiro
desvio de 0,1715(5) A relativamente ao plano médio definido através dos
qguatro atomos do plano equatorial na direcdo da molécula de agua
coordenada. De facto, o indice de trigonalidade [r = (@:—¢,)/60°, onde ¢; € ¢,
representam os angulos maiores da esfera de coordenacdo; 7=0 para uma
piramide quadrangular perfeita, e =1 no caso de uma bi-piramide trigonal
perfeita], r= (168,9°-168,5°)/60° = 0,007, confirma, claramente, que o centro

Cu(ll) apresenta uma geometria piramidal quadrada quase perfeita [123].

Figura 35 — (a) Representacdo esquematica do complexo catiénico [Cu(lvx)(phen)(H0)]", com esquema de
identificac&o de todos os atomos do ambiente de coordenacg&o do Cu(ll) e (b) o centro de coordenacgdo {CuN,O3} com
uma geometria piramidal quadrada ligeiramente distorcida.
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Figura 36 - Representacdo da unidade assimétrica da estrutura cristalina do composto

[Cu(lvx)(phen)(H,0)](NO3)-2H,0O. Por razbes de simplicidade foram omitidos os atomos de hidrogénio.

Tabela 13 — Comprimentos de ligacdo (em A) e angulos (em graus) nos ambientes de coordenagdo do Cobre

observados na estrutura de [Cu(lvx)(phen)(H,.O)](NO3)-2H, 0.

Cul-02 1,898(4) Cu2-06 1,910(4)
Cul-01 1,941(4) Cu2-05 1,949(4)
Cul-N1 1,987(5) Cu2-N6 2,006(5)
Cul-N2 2,000(5) Cu2-N7 2,023(6)
Cul-01W 2,262(5) Cu2-02W 2,241(4)
02-Cul-01 92,37(18) 06-Cu2-05 94,01(18)
02-Cul-N1 91,3(2) 06-Cu2-N6 165,81(19)
02-Cul-N2 168,9(2) 06-Cu2-N7 89,3(2)
02-Cul-O1W 94,47(19) 06-Cu2-02W 94,94(19)
01-Cul-N1 168,5(2) 05-Cu2-N6 92,82(19)
01-Cul-N2 92,3(2) O5-Cu2-N7 170,8(2)
01-Cul-O1W 89,19(19) 05-Cu2-02W 87,87(18)
N1-Cul-N2 82,2(2) N6—-Cu2-N7 82,2(2)
N1-Cul-O1W 101,4(2) N6-Cu2-02W 97,73(19)
N2-Cul-O1W 95,68(19) N7-Cu2-02W 100,45(19)

O empacotamento cristalino de complexos catidnicos mononucleares, mediado
por numerosas ligacbes C—-H:-O, ligagcdes de hidrogénio C-H--F fracas (nao
apresentadas) e interacdes -1 de empilhamento envolvendo os anéis de phen de

complexos vizinhos (figura 37a), leva a espacos vazios visiveis ao longo da direcédo
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[1 0 0] da célula unitaria, que sdo ocupados pelos contra-ides NO;~ e moléculas de
agua (figura 37b). Além disso, estes ifes nitrato e as moléculas de agua de
cristalizagdo tém um papel decisivo na estrutura cristalina estendida. Efetivamente,
como se demonstra na figura 38, as moléculas de agua de hidratagdo (n&o
coordenadas) estdo envolvidas numa série de interagbes de hidrogénio fortes e
altamente direcionais O—H---O e O—-H---N com as moléculas de 4gua coordenadas, 0s
atomos de oxigénio dos grupos carbonilo e carboxilo e os atomos de azoto do ligando

Ivx (figura 38a e tabela 14 para detalhes geométricos das ligacdes de hidrogénio).

Figura 37 — (a) Representagao das interagdes 111 de empilhamento (sombreado verde) envolvendo os anéis de phen
de dois complexos vizinhos. (b) Representacdo esquematica do empacotamento cristalino dos complexos catiénicos
(ball-and-stick) e moléculas de agua de cristalizagdo e aniées NO;~ (space filling) de [Cu(lvx)(phen)(H2O)](NO3) 2H,O
na perspetiva ao longo da direcéo cristalogréafica [1 0 0] da célula unitaria. Os atomos de hidrogénio foram omitidos por

questdes de simplicidade.

Uma caracteristica significativa da estrutura cristalina do composto
[Cu(lvx)(phen)(H,0)](NO3)-2H,0O relaciona-se facto das ligacbes de hidrogénio O—
H---O e O-H---N que interligando cada molécula de complexo as moléculas de agua
de cristalizacao e i6es nitrato leva a formacao de uma rede supramolecular 2D ligada
através de atomos de hidrogénio (camadas), que se estende ao longo da direcédo
[001] da célula unitaria. Além disso, estas camadas individuais empacotam,

firmemente, ao longo da direcdo [0 10], com a coesdo estrutural deste arranjo
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reforcada por varias ligacdes de hidrogénio fracas C—-H:--O (ndo representadas)

envolvendo as camadas supramoleculares adjacentes (figura 38b).

Figura 38 — (a) Representacdo esquematica das ligacdes de hidrogénio (tracejado dourado) presentes na estrutura
cristalina de [Cu(lvx)(phen)(H.O)](NO3)] 2H,O: ligagdes de hidrogénio envolvendo os ides nitrato e todas as moléculas
de agua interligando complexos vizinhos e (b) Empacotamento de duas camadas de hidrogénio ao longo da diregédo

[0 1 O] da célula unitéaria. Por razdes de simplicidade foram omitidos os atomos de hidrogénio.

Na tabela 14 encontram-se sistematizados todos os detalhes relevantes acerca

da geometria de ligacéo de hidrogénio.
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Tabela 14 — Geometria de ligacdo de hidrogénio (distancias em A e angulos em graus) para o complexo
[Cu(Lvx)(phen)(H.0)](NO3)-2H,0.

D-H---A d(D-A) d(H---A) d(D---A) <(DHA)
O1W-H1W---O6W! 0914(14)  1,89(3) 2.739(8) 154(6)
OIW-H2W:--O3W 0,76(5) 2,01(6) 2,748(7) 161(6)
O2W-H3W:--O5W 0,878(19)  1,99(3) 2,808(7) 155(5)
O2W-H4W:--O4W 0,892(19) 2,01(4) 2,752(7) 139(6)
O3W-H5W-.-012" 0,90(2) 2,05(5) 2,801(9) 140(6)
O3W-H6W-.-N10" 0,89(2) 1,96(5) 2,753(7) 147(6)
O4W-H7W---011 0,88(2) 2,13(3) 2,962(10) 157(5)
O4W-H8W---N5" 0,897(19) 1,94(3) 2,807(7) 161(6)
O5W-H9W.---010" 0,91(2) 1,97(3) 2,861(8) 164(5)
O5W-H10W---03" 0,89(2) 1,98(2) 2,869(7) 170(6)
OB6W-H11W---06 0,89(2) 2,36(4) 3,155(6) 149(6)
OBW-H11W---07 0,89(2) 2,06(5) 2,801(7) 141(6)
Transformacfes, de simetria, utilizadas para gerar atomos equivalentes:
(i) x+1, y-1, z; (i) x, y=1, z; (iii) x, y=1, z-1; (iv) X, y+1, z+1; (v) x-1, Y, Z;
(vi) x-1, y+1, z;

2.3.2. Culmxphen

A determinacdo da estrutura cristalina do composto Culmxphen confirma a
formacgé&o de um complexo neutro com ambos 0s ligandos:
[Cu(Imx)(phen)(NO3)]-5H,0. Neste caso, a estrutura foi determinada no grupo especial
monoclinico P2;/c (os detalhes sobre os dados de aquisi¢cdo cristalogréficos e de
refinamento estrutural encontram-se descritos na parte experimental e tabela 2), com a
asu contendo um unico complexo [Cu(Imx)(phen)(NO3)] e cinco moléculas de 4gua de
cristalizacdo (ndo coordenadas) ocupando seis posi¢des possiveis. A figura 39 mostra
a estrutura molecular do complexo [Cu(Imx)(phen)(NOs)], o qual revela apenas um
centro de Cu(ll) coordenado a um ligando Imx, uma phen e um anido NO3". Tal como
foi descrito para o complexo anterior, Culvxphen, a Imx encontra-se desprotonada e
atua como ligando bidentado (une-se ao metal através de um atomo de oxigénio da

piridinona e outro do grupo carboxilato). Consequentemente, o Cul resulta hum centro
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com coordenacgdo cinco, {CuN,O3}, cuja geometria se assemelha a uma piramide
guadrangular: os dois atomos de azoto (N1 e N2) do ligando phen e os dois a&tomos de
oxigénio (O1 e O3) do ligando Imx formam o plano equatorial, e um atomo de oxigénio
(O4) do anido NOj; ocupa a posicao axial (figura 39). De facto, o valor do indice de
trigonalidade € praticamente nulo (r=0.021) confirmando que esta geometria do
centro de cobre é quase perfeita [123]. Enquanto as distancias Cul-N e Cul-O no
plano equatorial variam entre 1,896(4) e 2,015(4) A, a ligagdo Cul-0O4 da posi¢éo
axial é consideravelmente mais longa, 2,319(5) A. A ligeira distorcdo do ambiente de
coordenacgdo do Cu(ll) reflete-se nos angulos internos cis e trans N/O—-Cul-O/N, e
encontram-se nos intervalos 89,25(17)-94,7(2° e 169,82(18)-171,07(17)°,
respetivamente (tabela 15). Novamente, tal como para Culvxphen o Cul encontra-se,
praticamente ao mesmo nivel do plano médio definido através dos quatro atomos do
plano equatorial, uma vez apenas apresenta um ligeiro desvio de 0,1287(8) A
relativamente a este plano, na direcdo do atomo de oxigénio do anido nitrato

coordenado.

Figura 39 — Representagdo esquematica da estrutura cristalina do complexo neutro [Cu(Imx)(phen)(NO3)] com
esquema de identificacé@o de todos os &tomos do ambiente de coordenacéo do Cu(ll). Por razbes de simplicidade foram
omitidos os atomos de hidrogénio. Dados sobre os comprimentos de ligagdo e angulos do centro de coordenagdo C1
encontram-se na tabela 15.
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Tabela 15 - Comprimentos de ligagdo (em A) e angulos (em graus) nos ambientes de coordenagdo do Cobre

observados na estrutura do complexo [Cu(Imx)(phen)(NO3)].

Cul-O1 1,896(4) O1-Cul-O3 93,65(16)
Cul-03 1,945(3) O1-Cul-N1 169,82(18)
Cul-N1 2,011(4) O1-Cul-N2 89,25(17)
Cul-N2 2,015(4) 01-Cul-04 94,7(2)

Cul-04 2,319(5) 03-Cul-N1 93,60(16)

03-Cul-N2 171,07(17)
03-Cul-04 90,18(17)
N1-Cul-N2 82,55(18)
N1-Cul-04 92,4(2)

N2-Cul-O4 98,00(18)

Os complexos [Cu(Imx)(phen)(NO3)] adjacentes interagem através de
interacBes 11---11 de empilhamento entre os anéis de phen e os grupos aroméaticos dos
ligandos Imx [distancias Cg---Cg de 3,7855(1) e 3,6605(1) A], originando entidades
diméricas num arranjo antiparalelo (rodado cerca 180°; figura 40a). Além disso, 0s
complexos encontram-se envolvidos em numerosas ligagbes C-H---O, C-H--N e
ligacbes de hidrogénio fracas C-H--F (ndo representadas) originando um
empacotamento cristalino geral com “largos” canais, claramente evidentes ao longo da
direcdo [100] da célula unitaria (figura 40b). Estes tuneis, unidimensionais,
encontram-se ocupados pela moléculas de agua de cristalizagdo, que por sua vez, se
encontram envolvidas numa extensa rede de liga¢des de hidrogénio fortes e altamente
direcionais O—H---O e N-H---O com os anides nitrato coordenados, os atomos de
oxigénio dos grupos carbonilo e carboxilo e ainda, os 4tomos de azoto dos ligandos
Imx (ligagBes de hidrogénio ndo representadas). Tipicamente as distancias O---O e
O---N destas interacbes de caracter forte encontram-se entre 2,803(1) e 3,009(1) A

originando, por fim, uma rede de ligagdes de hidrogénio supramolecular tridimensional.
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Figura 40 — (a) Interagbes 1---1m de empilhamento (sombreado amarelo) envolvendo os anéis de phen e os anéis
aromaticos dos ligando Imx de dois complexos vizinhos e (b) representacdo esqueméatica do empacotamento cristalino
de [Cu(Imx)(phen)(NO3)]-5H,0: complexo ternario (ball-and-stick) e moléculas de agua de cristalizagéo (space filling),

vistas da direcéo [1 0 0] da célula unitaria. Os atomos de hidrogénio foram omitidos por questdes de simplicidade.

Relativamente aos restantes complexos estudados neste trabalho, os dados
cristalograficos (adquiridos ou consultados na literatura) confirmam a formacédo de
complexos ternarios catiénicos com phen e fluoroquinolonas, distintas, de segunda
geragao: [Cu(nrx)(phen)(H,0)](NO3)-3H,0O - (Cunrxphen), [Cu(cpx)(phen)](NO3)-4H,0
- (Cucpxphen), [Cu(erx)(phen)(H,O)](NO3)-2H,0 - (Cuerxphen) e
[Cu(ofx)(phen)(H,0)](NO3)-2H,O - (Cuofxphen). As estruturas moleculares destes
guatro complexos de Cu(ll) catidénicos encontram-se representados na figura 41 e
revelam caracteristicas de coordenac¢do semelhantes entre si e também idénticas as
detalhadas para os dois complexos anteriores. Os centros de Cu(ll) sdo centros penta-
coordenados, com uma geometria que se assemelha a uma piramide quadrada
ligeiramente distorcida. Nos complexos Cunrxphen, Cuerxphen e Cuofxphen, as
fluoroquinolonas comportam-se como ligandos bidentados desprotonados,
coordenando ao Cu(ll) através dos oxigénios do grupo carbonilo e carboxilo. O centro
de coordenacao é completado pelos atomos de azoto da phen e por uma molécula de
agua, {CuN,0O3}. Dois atomos de oxigénio do ligando fluoroquinolona e dois atomos de

azoto da phen formam o plano basal (equatorial) da piramide quadrada enquanto os
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atomos de oxigénio (O1W) da molécula de agua estdo posicionados axialmente. Como
€ tipico em complexos estruturalmente analogos, as distancias Cu—O e Cu—N no plano
basal encontram-se nos intervalos 1,898(4)-2,000(5) A e 1,898(4)-2,000(5) A,
respetivamente, enquanto a ligagdo Cu-O(agua) é consideravelmente mais longa
[2,262(5) to 2,262(5) A]. Além disso, os angulos cis e trans N/O—Cul-O/N situam-se
nos intervalos 82,2(2)-101,4(2)° e 168,5(2)-168,9(2)° respetivamente [61, 89, 116,
124].

eeocee
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&

Figura 41 — Representacdo esquematica das estruturas cristalinas dos complexos ternarios catidnicos com
fluoroquinolonas de 22 geracdo (a) [Cu(nrx)(phen)(H20)](NO3)-3H,O (Cunrxphen), (b) [Cu(cpx)(phen)](NO3)-4H,0O
(Cucpxphen), (c) [Cu(erx)(phen)(H.0)](NO3)-2H,0 (Cuerxphen) e (d) [Cu(ofx)(phen)(H.0)](NO3)-2H,0O (Cuofxphen) e
esquema de identificacéo de todos os atomos do ambiente de coordenacéo do Cu(ll). Por razes de simplicidade foram

omitidos os atomos de hidrogénio.

Contrastando com o que € observado para os restantes compostos, no complexo
Cucpxphen as moléculas de cpx atuam como ligandos tridentados desprotonados,
coordenando aos centros de Cu(ll) através do oxigénio do grupo carbonilo, um dos
oxigénios do grupo carboxilo e um azoto do grupo piperazina terminal, {CuN,O3}
levando a formacao de cadeias de coordenacgéo unidimensionais (figura 42). O centro
cristalografico independente €, em Ultima analise, penta-coordenado, revelando uma
geometria piramidal quadrada ligeiramente distorcida, com os dois atomos de oxigénio

do ligando cpx e dois atomos de azoto da phen no plano basal (equatorial) e 0 atomo
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de azoto do anel piperazina de uma molécula cristalografica de cpx equivalente na

posicao axial.

1D coordination chain

Figura 42 - Representagdo esquemética da estrutura cristalina do complexo ternario catiénico
[Cu(cpx)(phen)]n(NO3)-4H,O (Cucpxphen) com esquema de identificacdo de todos os atomos do ambiente de

coordenacao do Cu(ll). Por razdes de simplicidade foram omitidos os 4&tomos de hidrogénio.
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3. Encapsulacéo de Complexos ternarios de

fluoroquinolonas

Neste subcapitulo apresentam-se os resultados obtidos para os estudos da
encapsulacdo do complexo ternario de Ivx. Esta escolha remete para o facto do
complexo Culvxphen, de acordo com a sua estrutura cristalina, possuir carga positiva.
Uma vez que apenas moléculas neutras sdo capazes de permear a membrana
lipidica, o facto do complexo se encontrar carregado sugere uma maior percentagem

de encapsulacdo assim como uma maior retencéo.

3.1. Hidratacéao do filme lipidico

Uma vez que por difracdo de R-X € possivel confirmar que o complexo de
metal sintetizado adota a estrutura de um catido, [Cu(lvx)(phen)(H,O)](NO3). 2H,0,
testou-se a encapsulacdo do mesmo por hidratacdo do filme lipidico de
SPPC:Colesterol (1:1) ~20 mmol.dm™ com uma solucéo aquosa do complexo ternario
de cobre referido. O sistema lipossémico SPPC:Col foi selecionado por ser um sistema
com boas propriedades de retencdo apods quatro semanas de armazenamento, de
acordo com os estudos de estabilidade apresentados em 1.4.

O sinal registado para o complexo encapsulado, para todas as aliquotas
recolhidas apés a rutura dos lipossomas pelo método de Bligh-Dyer, descrito na
metodologia experimental (4.3.), € muito baixo (Abs<0,02) e encontra-se dentro do
erro associado a técnica (espectrofotometria de UV-Vis), o0 que ndo permite a
determinacgdo quantitativa de uma percentagem de encapsulagdo, mas revela que esta
metodologia ndo € adequada. Embora o0 método de encapsulacédo por hidratacdo do
filme lipidico origine percentagens de encapsulagdo baixas, como ja foi demonstrado
para as fluoroquinolonas (1.1), uma baixa percentagem de encapsulacdo era,
igualmente, esperada para a encapsulacao do complexo ternario. No entanto, realizou-
se este estudo de modo a obter um estudo completo da encapsulacdo do complexo

ternario Culvxphen comparavel com o das fluoroquinolonas.

3.2. Gradiente transmembranar de sulfato de amoénio

Considerando que a encapsulacdo de fluoroquinolonas em lipossomas se
realizou através de um gradiente transmembranar de sulfato de amonio foi efetuada
com sucesso, 0 mesmo método foi adotado para a encapsulacdo do complexo ternario

sintetizado (Culvxphen).
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Os espectros obtidos, apos rutura dos lipossomas pelo método de extracdo de

Bligh-Dyer encontram-se representados na figura 43.

10,35

0,30 o

0,25

10,20

Abs

015+

0,10 o

10,05

T
240 260 280 300 320 340 360 380 400

ifnm

Figura 43 — Espectros do complexo Culvxphen, sintetizado, apds rutura dos lipossomas de SPPC:Col (1:1).

Como se pode verificar, através dos espectros da figura 43, ap6s a rutura dos
lipossomas, os valores de comprimento de onda maximo obtidos para o complexo
correspondem ao valor conhecido para as fluoroquinolonas e ndo o determinado para
0 complexo no ponto 2.1, onde seriam esperadas bandas a 272 nm e 294 nm.

Com base nos espectros de solucdes do complexo de Culvxphen submetidas
ao método de extracdo de Bligh-Dyer (método utilizado para a rutura dos lipossomas)
€ possivel verificar a presen¢a de uma Unica banda, para o complexo, ao comprimento
de onda méximo determinado para a fluoroquinolona que o constitui devido aos
valores elevados de pH utilizados na rutura dos lipossomas (pH~14) levarem a

eliminacdo do complexo.

3.3. Formacdo do complexo ternario Culvxphen em

lipossomas

De acordo com os resultados obtidos em 3.1 e 3.2, tanto a encapsulagao de
complexos ternarios por hidratacdo do filme lipidico como por gradiente
transmembranar de sulfato de amonio nao foi possivel. Deste modo, prosseguiram-se
estudos na tentativa de conseguir a encapsulacdo do complexo ternario Culvxphen

através da sua formagao em lipossomas.
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3.3.1. Utilizacdo de gradiente transmembranar de acetato

Dadas as caracteristicas anfifilicas do complexo ternério em estudo, comegou-
se por testar a possivel encapsulacdo dos diferentes constituintes do complexo,
utilizando acetato de cobre para estabelecer o gradiente de pH. Nestes estudos foram
realizadas diferentes abordagens no que diz respeito a concentracGes de acetato de

cobre, razdo molar lipido:ligandos (phen e Ivx) e gradientes estabelecidos.

3.3.1.1. Utilizacdo de diferentes concentracfes de acetato de

cobre

De modo a criar a mesma diferenca de osmolaridade entre o interior e o
exterior dos lipossomas, estabelecida para os estudos de encapsulacdo de
fluoroquinolonas, reduziu-se a concentracdo de NaCl no ensaio e mini colunas de spin,
de acordo com a concentracéo de cobre utilizada (figura 44A). Testou-se, igualmente,
a encapsulacdo de Ivx e phen em lipossomas hidratados com acetato de cobre
mantendo a concentracao de lvx e phen utilizando, no entanto, uma solugéo de cobre
mais concentrada de modo a poder verificar se 0 aumento da concentracdo de cobre
influenciaria a formacg&o do complexo em lipossomas (figura 44B).

Os espectros de UV-Vis apresentados na figura 44 representam, o
comportamento da phen e Ilvx quando adicionadas simultaneamente a lipossomas

contendo acetato de cobre (em diferentes concentragées).
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Figura 44 - Espectro de UV-Vis do material encapsulado em lipossomas de SPPC:Col (1:1), ap0s rutura das vesiculas
em etanol, (A) |CU(CHsCOO),|inica=0,327 mmol.dm™; |NaCl|=0,196 mmol.dm?; |lvx|;=|phen|;~1,50 mmol.dm™; e (B)
|CU(CH3COO)2 | ipossomas=7,38 mmol.dm™; [NaCl|=150 mmol.dm™; |lvx|;=|phen|i~1,50 mmol.dm™; (=) 0 min, (=) 5 min,
(==) 10 min, (=) 15 min, (=) 30 min, (=) 60 min, (-—) 120 min.

No que diz respeito a figura 44A como é possivel verificar, além de se

observarem absorvancias muito baixas para ambos os ligandos, também é possivel
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observar que, embora o0 espectro obtido se assemelhe ao espectro de UV-Vis para o
complexo Culvxphen em etanol, as bandas ndo estédo suficientemente definidas para
se poder afirmar que ocorreu a formacéo do complexo ternario Culvxphen.

A figura 44B apresenta os espectros de UV-Vis obtidos para a encapsulagao,
simultanea, de Ivx e phen em lipossomas contendo uma maior concentragdo de cobre
inicial. Neste espectro observa-se uma maior absorvancia das bandas presentes e
embora a banda relativa ao farmaco se encontre melhor definida, o mesmo néo ocorre

para a banda correspondente ao sinal da phen.

3.3.1.2. Otimizacao darazdo molar lipido:ligando

Num outro estudo, manteve-se a concentracdo, inicial, de acetato de cobre
constante e variou-se a razdo molar lipido:ligando (de 1:0,3 para 1:0,4) aumentando a
concentracdo dos ligandos phen e lvx a adicionar aos lipossomas, com o intuito de
verificar se uma maior ou menor concentracdo de ligando influenciaria a sua

encapsulacao (figura 45).
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Figura 45 - Espectro de UV-Vis do material encapsulado em lipossomas de SPPC:Col (1:1), ap0s rutura das vesiculas,
|Cu(CH3COO0);|iipossomas=7,38 mmol.dm™®; [NaCl[=150 mmol.dm™®; |lvx|;=|phen|i~1,86 mmol.dm™; (=) 0 min, (—) 5 min,
(=) 10 min, (=) 15 min, (=) 30 min, (=) 60 min, (=) 120 min.

A partir da figura 45 € possivel observar, aos 0 min, uma banda definida ao
comprimento de onda correspondente a fenantrolina quando coordenada ao ido cobre
(Amax=272 nm). No entanto, a medida que tempo de incubacdo dos lipossomas
aumenta, a banda vai-se tornando menos definida ao contrario da banda de
levofloxacina que se vai evidenciando com o aumento do tempo de incubacéo (aos 0

min n&o se observa qualquer sinal para a fluoroquinolona).
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Nao sendo possivel obter, nestes estudos (3.3.1.1 e 3.3.1.2), duas bandas
distintas correspondentes a phen e Ilvx quando complexadas ao ido cobre, de modo a
poder obter uma quantificacdo do complexo formando no interior dos lipossomas,
procurou-se compreender o comportamento individual de cada ligando envolvido

(phen e lvx) quando encapsulados em lipossomas contendo acetato de cobre.

3.3.1.3. Encapsulacao individual de phen e Ivx, com

diferentes raz6es molares lipido:ligando

A encapsulacéo individual dos ligandos phen e Ivx, nas raz6es molares 1:0,4 e
1:0,3 lipido:phen e lipido:lvx, respetivamente, foi realizada de acordo com os
resultados anteriores onde se observou um maior sinal de phen para a razdo molar
selecionada. A razdo molar 1:0,3 para a lvx foi selecionada por ser a razéo utilizada
para a encapsulagcdo de fluoroquinolonas e nos estudos anteriores se verificar que
origina um sinal passivel de ser quantificado.

Na figura 46 encontram-se representados 0s espectros obtidos para a

encapsulagéo de phen e lvx em lipossomas contendo acetato de cobre.
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Figura 46 - Espectro de UV-Vis, apds rutura das vesiculas, de (A) phen e (B) Ivx em lipossomas de SPPC:Col (1:1).
|CU(CH3COO)2 | ipossomas=7,38 mmol.dm™; |NaCl|=150 mmol.dm™®; |phen|i~1,86 mmol.dm?, |lvx|;~1,50 mmol.dm™. (=) 0
min, (=) 5 min, (==) 10 min, (=) 15 min, (=) 30 min, (=) 60 min, (==) 120 min.

A figura 46A representa a encapsulacdo de phen em lipossomas contendo
acetato de cobre durante um periodo de incubac&o de 120 min. E possivel observar,
claramente, que existe uma diminui¢cdo da intensidade da banda com o aumento do
tempo de incubacédo e, aos 120min, o sinal é semelhante ao espectro de uma solucdo
de cobre, o que sugere que um longo tempo de incubacéo levara a perda do complexo
formado no interior dos lipossomas.

No que diz respeito a encapsulacéo da lvx em lipossomas contendo acetato de

cobre (figura 46B) ndo existe a formacdo da banda a ~300 nm (em etanol) observada
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em estudos anteriores existe sim, um “ombro” ao mesmo comprimento de onda, mas

nao é suficientemente definido para uma quantificacdo do farmaco.

3.3.2. Utilizacdo de gradiente transmembranar de acetato de
cobre/Hepes (10 mmol.dm™, NaCl 0.1 mol.dm™)

Uma vez que as propriedades fisico-quimicas das fluoroquinolonas dependem
do pH do meio em que se encontram, de modo a associar o valor de pH utilizado para
a hidratacdo do gel com uma maior ou menor percentagem de encapsulacéo, testou-
se a encapsulacdo dos diferentes ligandos (phen e Ivx) em lipossomas contendo
acetato de cobre, cujo meio exterior se encontra substituido por tamp&o Hepes, 10
mmol.dm™ e 0,1 mol.dm™ NacCl, a diferentes pH'’s.

Os espectros obtidos para a encapsulacéo da lvx (0 e 20 min) encontram-se na

figura 47.
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Figura 47 - Espectros de UV-Vis de Ivx em lipossomas de SPPC:Col (1:1), apds rutura das vesiculas. (A) aos 0 min e
(B) 20 min |Cu(CH3COO)2|iipossomas=7,38 mmol.dm?, |lvx|;=1,50 mmol.dm™. (=) pH 6,0, (=) pH 6,5, (=) pH 7,0, (—) pH
7,5, (=) pH 9,0.

No que diz respeito a encapsulacao da Ivx, na figura 47A, verifica-se que assim
que a fluoroquinolona é colocada em contacto com os lipossomas, isto €, aos 0 min,
nao se observa qualquer sinal para A= 300 nm, para nenhum dos pH's testados.
Porém, aos 20 min (figura 47B) ja € possivel observar, claramente, a formacgéo da
banda esperada para pH's compreendidos entre 7,0 e 9,0 estando uma maior
encapsulacao associada a um intervalo de pH compreendido entre 7,0 e 9,0.

Os espectros representados na figura 48 correspondem a encapsulacao

individual da phen em lipossomas contendo acetato de cobre/Hepes 10 mmol.dm™,
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Figura 48 - Espectros de UV-Vis de phen em lipossomas de SPPC:Col (1:1), ap6s rutura das vesiculas. (A) aos 0 min e
(B) 20 min |[Cu(CH3COO)2|iipossomas=7,38 mmol.dm™; |phen|i=1,50 mmol.dm?. (=) pH 6,0, (=) pH 6,5, (=) pH 7,0, (—)
pH 7,5, (=) pH 9,0.

Para a encapsulacao individual da phen, em lipossomas contendo acetato de
cobre, verifica-se um comportamento oposto ao observado para a fluoroquinolona no
sentido em que aos 0 min, existe maior encapsulacdo do que ao fim de 20 min de
incubacao. Neste caso, o pH mais favoravel a encapsulacédo da fenantrolina serd 7,5
aos 0 min e pH 6,0 ao fim de 20 min.

Porém, e uma vez que o objetivo final é a encapsulacédo de ambos (lvx e phen)
dentro dos lipossomas que contém cobre, selecionou-se, para estudos posteriores, um
valor de pH para o qual a incubacdo pudesse originar sinais passiveis de quantificacdo
e, de acordo com os espectros apresentados, o pH selecionado foi 7,0.

Apos a selecdo do meio externo dos lipossomas, assim como o meio utlizado
para hidratar as mini colunas de spin (tampdo Hepes 10 mmol.dm® pH 7,0)

realizaram-se estudos de encapsulacao simultdnea de phen e Ivx em lipossomas.
3.3.2.1. Encapsulacado simultanea de Ivx e phen em

lipossomas contendo acetato de cobre/Hepes 10 mmol.dm™

A figura 49 representa os espectros obtidos para a encapsulagéo simultanea de

phen e Ivx, apos rutura dos lipossomas contendo acetato de cobre.
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Figura 49 — Espectros de UV-Vis do material encapsulado em lipossomas de SPPC:Col (1:1), apés rutura das
vesiculas, aos (=) 0 min, (=) 10 min e (=) 20 min |Cu(CH3COO),|iipossomasi=7,38 mmol.dm’; |lvx|i=|phen|i=1,50

mmol.dm™® e Hepes 10 mmol.dm?, pH 7,0.

O comportamento observado no espectro apresentado vai de encontro ao
observado em todos os estudos realizados anteriormente. E possivel constatar,
novamente, que aos 0 min temos uma banda relativamente bem definida para a phen
mas apenas um “ombro” para a Ivx, invertendo-se os papéis com o aumento do tempo
de incubacgdo. Embora se verifiqguem resultados mais promissores, com a utilizacdo de
tampao Hepes a pH 7,0, ainda ndo é possivel, sob estas condi¢cdes experimentais,
confirmar a formacdo de um complexo ternario de cobre (Il), phen e lvx na proporgéo
desejada (1:1:1) nem tao pouco é possivel a quantificagdo de ambos, sob a forma de
complexo ternario, dentro dos lipossomas.

Embora as propriedades fisico-quimicas da Ivx impliquem a presenca de um
gradiente transmembranar para que possa ser encapsulada, o mesmo nao ocorre para
a phen. Sendo uma molécula neutra, facilmente atravessara a membrana lipidica nao
sendo necesséario a criagdo de um gradiente transmembranar de pH e, sendo um
ligando quelante forte, facilmente complexara o cobre presente dentro dos lipossomas.
Estas caracteristicas sdo evidentes nos espectros apresentados uma vez que aos 0
min se observa uma banda correspondente a phen, que vai diminuindo de intensidade
ao longo do tempo, enquanto a Ivx praticamente ndo apresenta sinal quando colocada
em contacto com os lipossomas, sendo o seu sinal apenas evidente ao fim de 10 min.

Analisando os resultados obtidos através das diferentes abordagens testadas
conclui-se que um gradiente transmembranar de acetato ndo serd o método de
encapsulacdo adequado para a phen e Ivx na formacédo em lipossomas do complexo

ternario Culvxphen.
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3.3.3. Encapsulacédo de phen em lipossomas através de

gradientes de i0es de metais de transicao

Um outro método possivel para a encapsulacdo de farmacos em lipossomas é
a encapsulacdo através de gradientes de ibes de metais de transicdo. Embora as
propriedades fisico-quimicas da Ivx ditem a necessidade de um gradiente
transmembranar para que a sua encapsulagdo ocorra, 0 mesmo ndo se aplica para a
phen. Sendo uma molécula neutra, facilmente atravessard a membrana lipidica e,
sendo um ligando quelante forte, facilmente complexara o cobre presente dentro dos
lipossomas como j& foi referido anteriormente.

Procedeu-se entdo, a encapsulagdo da phen dentro de lipossomas de
SPPC:Colesterol (1:1) contendo uma solucdo de acetato de cobre (ll): Ivx (1:1) ~50
mmol.dm™. Os espectros obtidos, apés rutura dos lipossomas, encontram-se na figura
50.
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Figura 50 - Espectros de UV-Vis de Culvxphen em lipossomas de SPPC:Col (1:1), ap6s rutura das vesiculas, aos (==) 0
min, (=) 10 min e (=) 20 min |CU(CH3CO0),:LVX]|ipossomas~ 1,81 mmol.dm™; |phen|i~1,50 mmol.dm™ e Hepes 10
mmol.dm?, pH 7,0.

Através da figura 50 é possivel observar duas bandas distintas a 273 e 300 nm
correspondentes a phen e Ivx, respetivamente, quando coordenadas ao ido cobre (Il)
num complexo de metal ternario (em etanal). A partir de um espectro de uma solugéo
do complexo sintetizado (1:1:1), em etanol, é possivel obter a absortividade molar ()
((mol.dm=.cm)™) do complexo aos diferentes comprimentos de onda e determinar a
concentracao do complexo dentro dos lipossomas (tabela 16). Deste modo, é possivel
guantificar a encapsulacdo do complexo nas vesiculas lipidicas.

De acordo com o espectro de [Cu(lvx)(phen)](NO3).2H,O (complexo

sintetizado) em etanol p.a obtém-se as absortividades molares do complexo ternario, e
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correspondentes concentracbes do mesmo nos lipossomas aos comprimentos onda
273 e 300 nm.

Tabela 16 — Valores de absortividade molar (¢ (mol.dm®.cm)™), a A= 273 nm e A= 300 nm, para o complexo ternario
Culvxphen e concentracdes determinadas através das absorvancias obtidas a partir do espectro da figura 50, na
encapsulacdo de phen em lipossomas de SPPC:Col (1:1) contendo Cu:lvx. Os valores apresentados correspondem a
média de pelo menos trés ensaios independentes.

Complexo ternério g (mol.dm?®.cm)™
A=273 nm 35893
A=300 nm 46964

Encapsulacdo em lipossomas Concentracéo (mol.dm?)

A=273 nm 1,22x10™

A=300 nm 1,18x10™
Razédo 273/300 nm 1,0

Cu (ensaio) 1,81x107

*concentragdo de cobre determinada por EAA

A partir dos resultados apresentados € possivel afirmar que a formacao de um
complexo terndrio dentro dos lipossomas é possivel através da hidratagdo do filme
lipidico com uma solugéo equimolar de acetato de cobre e Ivx. A tabela 16 revela uma
razao entre a concentracdo de complexo, determinada aos diferentes comprimentos
de onda, igual & proporcdo desejada, isto é 1:1. A tabela apresentada permite-nos,
igualmente, verificar que a concentragdo de cobre determinada € substancialmente
mais elevada, sendo a razdo entre a concentracdo determinada para o cobre e o
complexo muito maior que a desejada. Esta diferenga na concentragdo de cobre pode
dever-se a existéncia de cobre livre ou cobre:lvx livre, devido a uma remocao
incompleta através da centrifugacdo em mini colunas de spin equilibradas com Hepes
(10 mmol.dm™, pH 7,0).

3.3.3.1. Utilizacdo de mini colunas de spin em tampéao SHE
pH 7,5

De modo a garantir a remocéao de todo o cobre e Ivx ndo encapsulados apos a
hidratacdo do filme lipidico, assim como para a criacdo do gradiente transmembranar,
utilizaram-se mini colunas de spin equilibradas em tampao SHE pH 7,5 (3 passagens,

da mesma aliquota, por colunas independentes). A quantificacdo da quantidade de
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cobre por EAA permitiu verificar quanto cobre permanece encapsulado apdés cada

passagem por mini coluna. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 17.

Tabela 17 — Concentracdes intralipossomicas de cobre apds uma, duas ou trés passagens, das aliquotas recolhidas,
através de mini colunas de spin de Sephadex equilibradas com tampdo SHE, pH 7,5. Os valores apresentados

correspondem a média de pelo menos trés ensaios independentes.

Colunas |Cu| (mol.dm™®) % Encapsulacéo

1 1,45x107° 29
2 3,11x10° 6,1
3 2,41x10° 4.6

Através dos valores obtidos, por EAA, conclui-se que uma Unica passagem por
uma mini coluna de spin equilibrada com tampao SHE pH 7,5 ndo é suficiente para
remover todo o cobre ndo encapsulado. Ja a diferenca de concentracdes obtida para
uma segunda e terceira passagem revela menores diferencas, permitindo inferir que o
cobre ndo encapsulado sera removido apos 3 centrifugacées em mini colunas de spin.
Visualmente, também é possivel observar que embora da primeira para a segunda
coluna ainda se observe uma coloracdo azul forte, do gel de Sephadex, esta
praticamente ndo se verifica da segunda para a terceira coluna, permitindo assumir e
confirmar que todo o cobre ndo encapsulado ficara retido na coluna apés trés mini
colunas de spin equilibradas com tampéo SHE pH 7,5.

Com base nas propriedades fisico-quimicas da phen, desenvolveu-se um
método de encapsulacdo ativo aguando da adicdo de phen a lipossomas contendo
uma mistura equimolar de Cu:lvx. A influéncia de parametros como a pré-incubacao
dos lipossomas a 65°C antes da encapsulacdo, a concentracdo de cobre, a razdo
molar lipido:phen, o solvente utilizado para a rutura e a influéncia de EDTA na

suspensao lipossémica foram avaliados, nos pontos que se seguem.

3.3.3.2. Influéncia da razdo molar lipido:phen e da pré-

incubacao dos lipossomas no processo de encapsulacao

Apdés a determinacdo da concentracdo de cobre dentro dos lipossomas,
procedeu-se a encapsulacdo da phen em vesiculas de SPPC:Col (1:1) preparadas em
~50 mmol.dm™ de Cu:lvx (pH 6,29) na presenca e auséncia de incubacéo (antes do
processo de encapsulacao) e diferentes razbes molares lipido:phen (1:0,3 e 1:0,2), de

modo a determinar se estas diferencas influenciariam a quantidade de complexo nos
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lipossomas. ApdGs a adicdo da phen aos lipossomas, a sua encapsulacdo dentro dos

lipossomas foi monitorizada por um periodo até 20 min.

3.3.3.2.1. Encapsulacao de phen em diferentes raz6es molares
lipido:phen

ApoOs a determinacdo da concentragdo de cobre dentro dos lipossomas, por
EAA, procedeu-se a encapsulacdo da phen, variando as raz6es molares lipido:phen
de modo a verificar se este fator (maior ou menor razdo molar) condicionaria a sua
encapsulacdo. Os espectros relativos a encapsulagdo da phen encontram-se

representados na figura 51.
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Figura 51 — Espectro de UV-Vis, apés rutura das vesiculas, de Culvxphen encapsulado em lipossomas de SPPC:Col
(1:1), com gradiente transmembranar de ides de metal, aos (=) O min, (=) 10 min e (==) 20 min.
|Cu(NO3)2:LvX]iipossomas~ 0,346 mmol.dm?, razéo lipido:phen (A) 1:0,3 (mol/mol) |phen|~1,50 mmol.dm® e (B) 1:0,2

(mol/mol) [phen|~ 1,12 mmol.dm™. Ensaios com pré-incubacao a 65°C ~30min.

z

Numa primeira observacdo € possivel verificar que existe uma rapida
encapsulacdo da phen. Aos 0 min o complexo ternario Culvxphen é imediatamente
formado, uma vez que os comprimentos de onda maximos obtidos (273 e 300 nm)
correspondem aos valores conhecidos para a phen e Ivx, respetivamente, quando
coordenadas ao ido cobre e em solucgdo etandlica.

Também possivel observar que com o aumento do tempo de incubacao, para
ambas as razdes molares, embora ndo se verifiqguem alteragdes significativas para a
banda da phen, estas ocorrem para a banda da fluoroquinolona: as bandas perdem
definicdo e existe um desvio hipsocromico de cerca de 5 nm, o que nos leva a
acreditar que existira perda de fluoroquinolona do interior dos lipossomas e que o
complexo ternério deixard de existir. No entanto, estas alteragfes permitem afirmar
gue o complexo se formard aos 0 min, ou seja, logo apds a adicdo da phen aos

lipossomas. Através das absortividades molares do complexo, aos diferentes
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comprimentos de onda, é possivel determinar a sua concentra¢do, assim como a

concentracao de cobre (por EAA), no ensaio de encapsulacéo (tabela 18).

Tabela 18 - Concentragdes de Culvxphen encapsulado ap6s rutura dos lipossomas. £(273 nm) =35893 (mol.dm™®.cm)™,
(300 nm)= 46964 (mol.dm®.cm)?. Os valores apresentados correspondem & média de pelo menos trés ensaios

independentes com pré-incubagéo a 65°C ~30min.

Concentracéo (mol.dm™)

1:0,3 (mol/mol) 1:0,2 (mol/mol)
A= 273 nm 4,26x10™ 4,18x10™
A= 300 nm 3,32x10™ 4,08x10™
Culvxphen
1,3 1,0
(273/300)
Cu/Culvxphen
0,81 0,83
(273 nm)
Cu/Culvxphen
1,0 0,85
(300 nm)
Cu (ensaio) 3,46x10™

A quantificacdo de Culvxphen e cobre dentro dos lipossomas permite-nos
verificar se a proporcdo entre a concentracdo de complexo no interior dos lipossomas
e a concentracdo de cobre determinada por EAA se encontra de acordo com a
desejada. Se ambos se encontrarem na proporcdo desejada, a razdo entre as
concentracdes de cobre e de complexo devera ser igual a 1. Através da tabela 18 é
possivel concluir que efetivamente existe a formag¢do de um complexo da phen com
Cu(ll) e Ivx dentro dos lipossomas e, embora a percentagem de encapsulacdo néo
seja elevada (28 e 38% para as razbes molares 1:0,3 e 1:0,2, respetivamente), as
concentracdes de cada um encontram-se bastante proximas e dentro do erro
associado as mini colunas de spin (10%), o que leva a propor¢des intralipossémicas

de complexo muito préximas das pretendidas.

3.3.3.2.2. Influéncia da pré-incubacdo dos lipossomas na

encapsulacao de phen

As mini colunas de spin de Sephadex equilibradas com tampdo SHE sao
utilizadas para remover o cobre ndo encapsulado que podera estar
electrostaticamente adsorvido ou ligado a membrana lipidica [59]. Devido a

capacidade que o EDTA tem para complexar ides divalentes, como o Cu?*, a sua
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presenca nas suspensoes lipossémicas, apds as passagens através das mini colunas
de spin, mesmo em quantidades residuais, podera interferir nos resultados obtidos.

De modo a estabelecer se 0 EDTA, presente nas mini colunas de spin em
tampdo SHE, se mantém na suspensao lipossomica final e se influenciara os
resultados, apl0s a eluicdo/centrifugacdo, as vesiculas foram sujeitas a uma
centrifugacdo adicional em mini colunas de spin equilibradas com tamp&o Hepes, pH
7,0 [100].

Tendo realizado alguns testes nos quais se abordou esta possibilidade,
verificou-se que a rutura das vesiculas em etanol, para recuperacdo do material
encapsulado, na presenca de EDTA ndo permite efetuar qualquer quantificagdo por
espectrofotometria de UV-Vis, ndo s6 pela elevada dispersédo de luz verificada mas
também pela destruicdo do complexo formado, o que levou a utilizacdo do detergente
oPOE como agente de rutura dos lipossomas nos estudos seguintes. A concentragao
utilizada, 1%, foi determinada com base na sua concentracao micelar critica (CMC).

Neste estudo, apés a Ultima passagem pelas mini colunas de spin, uma fragéo
dos lipossomas recolhidos foi colocada em contacto com a phen em diferentes
proporcdes lipido:phen. As aliquotas removidas (t= 0 min) foi adicionado um volume
adequado de oPOE (1%) e, posteriormente colocadas num banho termostético até a
obtencdo do ponto nuvem do detergente. As aliquotas foram analisadas, por
espetrofotometria de UV-Vis apdés atingirem, novamente, a temperatura ambiente.

Como nos estudos anteriores, para tempos de incubagéo mais prolongados (10
e 20 min), as alteracdes espectrais revelaram-se significativas e os espectros obtidos
nao correspondiam ao espectro do complexo de cobre pretendido, os processos de
encapsulacao seguintes apenas contemplaram a aliquota removida logo apés a adicéo
da phen aos lipossomas.

Os espectros obtidos para os estudos de encapsulacdo de phen, na razao
molar 1:0,3 mol/mol, na presenca ou auséncia de pré-incubacdo, encontram-se

representados na figura 52.
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Figura 52 - Espectro de UV-Vis de Culvxphen em lipossomas de SPPC:Col (1:1), ap6s rutura das vesiculas em oPOE
1%, (==) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,5 e (=) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,5 + 1x mini coluna de spin Hepes
pH 7.0. Razéo lipido:phen=1:0,3 (mol/mol), |phen|~1,50 mmol.dm® (A) com e (B) sem pré-incubagéo.
|CU(NO3) 2:LVX]ipossomas~ 0,346 mmol.dm™, |Cu(NO3)2:LvX]ipossomas~ 0,399 mmol.dm™ (para A e B, respetivamente) e
Hepes 10 mmol.dm™, pH 7,0.

Os espectros apresentados na figura 52 traduzem a formacéo do complexo de
cobre ternério, em lipossomas, em aliquotas sem e com centrifugacao adicional (mini
coluna de spin/tampédo Hepes pH 7,0) para uma razdo molar lipido:phen de 1:0,3.
Verifica-se que esta Ultima centrifugacdo ndo serd estritamente necessaria uma vez
gue nao existem diferencas significativas a nivel espectral e a nivel da quantificacdo
do complexo encapsulado. No que diz respeito a influéncia da pré-incubacéao, verifica-
se que esta se reflete na intensidade das bandas observadas. As concentragcfes de

complexo encapsulado encontram-se na tabela 19.

Tabela 19 - Concentrages de Culvxphen, apds rutura dos lipossomas, para estudos de encapsulagdo de phen (razédo
molar lipido:phen= 1:0,3) com e sem pré-incubagdo a 65°C (~30 min) para (A) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,5) e
(B) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,5 + 1x mini coluna de spin Hepes pH 7.0. £(273 nm) =70355 (mol.dm®.cm)™ e

(294 nm)= 75470 (mol.dm®.cm)?. Os valores apresentados correspondem & média de pelo menos trés ensaios

independentes.
Concentracéo (mol.dm™)
Com pré-incubacéao Sem pré-incubacgéo
(A) (B) (A) (B)
A= 273 nm 3,38x10™ 3,28x10™ 4,10x10™ 4,12x10™
A= 294 nm 2,70x10™ 2,71x10™ 3,68x10™ 3,70x10™
Culvxphen (273/294) 1,2 1,2 1,1 1,1
Cu/Culvxph
-vxphen 1,0 1,1 0,97 0,97
(273 nm)
Cu/Culvxphen
1,3 1,3 1,1 1,1

(294 nm)
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Embora por observacdo dos espectros com e sem pré-incubacéo se verifique
uma diferenca na intensidade das bandas presentes a 273 e 294 nm, que podera
traduzir diferentes encapsulacbes ao quantificar o complexo, com base nas
absortividades molares determinadas, em oPOE 1%, para os diferentes comprimentos
de onda, as diferencas observadas encontram-se dentro do erro associado ao método
de separacdo utilizado. Nao havendo diferencas significativas, em termos de
concentracdo, ao proceder a encapsulagdo da phen em lipossomas de
SPPC:Colesterol sem incubacéo prévia a 65°C, reduz-se o tempo necessério para a
formacdo de complexos de cobre em lipossomas, sendo este um fator vantajoso se,
no futuro, for considerada uma produgcdo em maior escala destes sistemas. Em
relacdo & propor¢cdo entre os diferentes componentes do complexo de cobre, para
estudos sem incubacdo prévia verificam-se valores mais proximos da proporgédo

pretendida.

Nao sendo a pré-incubacao, entdo, um fator essencial para a formagédo do
complexo Culvxphen em lipossomas utilizou-se uma razdo molar lipido:phen de 1:0,2
(mol/mol), visto nos estudos com pré-incubacao se verificar uma maior percentagem
de encapsulacdo para esta proporgéo. Pretendeu-se, também, verificar se esta razdo
molar levaria a maiores percentagens de encapsulacdo e propor¢cdes entre os ligandos
iguais as obtidas na sintese. Os espectros obtidos encontram-se representados na
figura 53.
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Figura 53 - Espectro de UV-Vis de Culvxphen em lipossomas de SPPC:Col(1:1), ap6s rutura das vesiculas em oPOE
1%, , (==) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,50 min e (=) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,5 + 1x mini coluna de spin
Hepes pH 7.0. Razao lipido:phen=1:0,2 (mol/mol), |Phen|~1,12 mmol.dm™ sem pré-incubagao. |Cu(NO3)2:LvX]jipossomas~

0,399 mmol.dm™ e Hepes 10 mmol.dm™, pH 7,0.
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De acordo com a figura 53, ndo existem alteracBes significativas entre os
espectros com uma centrifugacdo “extra” por mini coluna de spin em tampao Hepes
pH 7,0 adicional, como ja se tinha verificado anteriormente para a razao molar
lipido:phen de 1:0,3. A quantificacdo do complexo encapsulado (tabela 20) permite
provar se uma encapsulacdo nesta razdo molar levara a maiores percentagens de
encapsulacao e a proporgdes estequiométricas entre os diferentes componentes, mais

préximas das desejadas.

Tabela 20 - ConcentragBes de Culvxphen, apds rutura dos lipossomas, para estudos de encapsulagdo de phen (razédo
molar lipido:phen= 1:0,2) sem pré-incubacéo para (A) 3x mini coluna de spin SHE pH 7,5) e (B) 3x mini coluna de spin
SHE pH 7,5 + 1x mini coluna de spin Hepes pH 7.0. (273 nm) =70355 (mol.dm=.cm)® e £(294 nm)= 75470 (mol.dm™

%.cm)™. Os valores apresentados correspondem & média de pelo menos trés ensaios independentes.

Concentracéo (mol.dm™)

(A) (B)
A= 273 nm 4,15x10™ 4,24x10™
A= 294 nm 3,94x10™ 4,06x10™
Culvxphen
1,0 1,0
(273/294)
Cu/Culvxphen
0,96 0,94
(273 nm)
Cu/Culvxphen
1,0 0,98
(294 nm)

Os valores obtidos tanto para (A) como para (B) encontram-se muito proximos
e dentro do erro experimental no entanto, permitem concluir que uma razdo molar de
1:0,2 (lipido:phen) permite obter uma razdo molar, entre o cobre, determinado por
EAA, e o complexo ternario igual ou muito préxima de 1. Relativamente as
percentagens de encapsulacdo, para esta razao molar, os valores obtidos sdo de 37%
para a situacdo (A) e 38% para (B) mas superiores em relacdo aos valores obtidos
para a razdo molar 1:0,3 (27%, para as duas situacoes referidas e para ensaios sem
pré-incubacao).

De modo a confirmar a influéncia de uma pré-incubacdo, antes da
encapsulacéo da phen, na formacédo de complexos ternarios Culvxphen, a quantidade
de cobre dentro dos lipossomas foi determinada em quatro situacdes diferentes, de

acordo com o esquema 1.
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Lipossomas SPPC:Col
contendo Cu:lvx

Passagem por mini coluna
de spin (x3) equilibrada em
SHE pH 7.5

E.AA Incubag&o 30 min, 65 °C

I
I l

Passagem por mini coluna
de spin (¥1) equilibrada em

Hepes pH 7.0 |

Adigao de 1,10-fenantrolina

(2)
EAA 0 min 10 min
Passagem por mini coluna Passagem por mini coluna
de spin (x1) equilibrada em de spin (x1) equilibrada em
Hepes pH 7.0 Hepes pH 7.0
3 4
) E.AA # EAA

* Para remover qualquer cobre que possa encontrar-se ndo encapsulado

Esquema 1 — Esquema para a determinagdo da concentracdo de cobre dentro dos lipossomas, para quatro situagées
distintas.

O esquema 1 representa as diferentes situacdes para as quais foi determinada
a concentracdo de cobre dentro dos lipossomas e, na tabela 21, apresentam-se 0s

valores obtidos por EAA.

Tabela 21 - Concentrages de Cobre encapsulado em lipossomas de SPPC:Colesterol (1) sem pré-incubagéo a 65° C

(~30 min) e em estudos de encapsulacao (2-4) de 1,10-fenantrolina (razdo molar lipido:phen= 1:0,3).

Concentracéao
(mol.dm™)
(1) 2,34x10°°
(2) 1,67x107
(3) 1,80x107
(4) 1,32x107

Os valores apresentados na tabela 21 permitem uma comparagdo entre a
quantidade de cobre presente nos lipossomas quando estes sdo sujeitos, ou nao, a
uma incubacgéo a 65°C, por um periodo de 30 min, antes de proceder aos estudos de

encapsulacdo. De acordo com os valores obtidos, uma pré-incubagéo dos lipossomas
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leva a um decréscimo da concentracdo de Cu(ll) superior ao erro associado a
separacao por mini colunas de spin.

No que diz respeito aos lipossomas, sujeitos a pré-incubacdo, aos quais foi
adicionada phen (1:0,3 mol/mal) verifica-se que, aos 0 min ndo existem diferencas
significativas entre a quantidade de cobre encapsulada nas vesiculas lipidicas antes e
depois da encapsulacdo da phen. Porém, ap6s 10 min, a concentracdo de cobre nos
lipossomas é menor sendo a diferenca observada, relativamente aos O min, superior
ao erro associado de 10%.

Estes resultados vém, de certo modo, confirmar o que se verificou
anteriormente no ponto 3.3.3.2.1, isto é, com o0 aumento do tempo de incubacdo dos
lipossomas com a phen, o espectro vai sofrendo alteracdes. Estas alteragdes, de
acordo com a tabela 21, (3) e (4), provavelmente devem-se a diminuicdo da
concentracdo de cobre no interior dos lipossomas, 0 que sugere que parte do

complexo permeara a membrana para o meio externo.

3.4. Estabilidade do sistema lipidico na formacdo de

complexos ternarios em lipossomas

A estabilidade do sistema lipidico, nos estudos de formacdo do complexo
ternario Culvxphen em lipossomas, foi avaliada com base na retencdo do complexo
encapsulado, apds 4 semanas de armazenamento a 4°C. Os resultados obtidos

encontram-se representados na figura 54.
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Figura 54 — (A) Espectro de UV-Vis de Culvxphen encapsulado em lipossomas de SPPC:Colesterol, apds rutura das
vesiculas em oPOE 1%, (==) O min e (=) 4 semanas e (B) comparacdo entre percentagens de encapsulacdo do
complexo ternario formado em lipossomas apods adicdo de phen (t= 0 min) e apds 4 semanas de armazenamento a 4°
C para 0 mesmo sistema lipidico.

A figura 54 permite-nos observar uma perda substancial do material

encapsulado ao fim de quatro semanas de armazenamento. No que diz respeito ao
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comportamento espectral da aliquota, ap6s 4 semanas, este é igual ao observado
aquando da formacdo do complexo em lipossomas, uma vez que ndo se verificam
desvios aos comprimentos de onda maximos assim como o perfil do espectro ndo
sofre alteracbes (figura 54A) mantendo, também, a mesma proporcdo entre a
concentracdo de complexo a 273 e 294 nm, ap0s armazenamento. No entanto, ao fim
de quatro semanas apenas cerca de 31% do material inicialmente encapsulado se
mantém retido nos lipossomas.

De acordo com os diagramas de distribuigcdo presentes na literatura [90] existe
predominancia dos complexos ternarios por toda a gama de pH contemplada (3-9) e
para concentracdes na ordem 10° mol.dm™. No entanto, os mesmos diagramas de
distribuicdo, para as concentragbes utilizadas experimentalmente, embora ainda
evidenciem uma predominancia do complexo ternario (1:1:1), revelam a presenca,
igualmente significativa, de outras espécies, o que justifica a perda substancial do

material inicialmente encapsulado.

3.5. Estudos de libertacao de Culvxphen em condi¢Oes
fisiologicas

De modo a compreender o comportamento in vivo dos lipossomas contendo o
complexo ternario Culvxphen formado em lipossomas, realizaram-se estudos de
libertacdo na presenca de condicbes fisioldgicas (37°C, pH 7,4) em trés meios de
libertacdo distintos: um meio de libertacdo mais simples, PBS, que na sua composicao
apenas inclui ibes Na*, PO,* e HPO,, o SBF cuja composicéo/concentracio ionica
mimetiza aquela do plasma sanguineo e, por fim, um meio de libertacdo mais

complexo, constituido por um fluido biolégico (FBS).

3.5.1. Utilizacdo de PBS

A figura 55 representa 0os espectros obtidos para a libertacdo do complexo
ternario formado no interior de lipossomas de SPPC, a 37 °C em PBS pH 7,4.
Encontra-se, também representado o perfil de libertacdo do complexo, em funcéo do

tempo.
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Figura 55 — (A) Espectro de UV-Vis de Culvxphen em lipossomas de SPPC:Colesterol, ap6s rutura das vesiculas em
oPOE 1% ao longo de um periodo de 24h (1440 min) em PBS pH 7,4 e (B) libertacdo, em PBS pH 7,4, do complexo

ternério formado em lipossomas num periodo de 24h onde (==) A=273 nm e (=) A=294 nm.

A medida que se procede a andlise das aliquotas removidas ao longo do
tempo, € possivel observar uma diminuicdo da intensidade das bandas
correspondentes ao complexo ternario de cobre Culvxphen formado em lipossomas,
figura 55A, e, consequentemente, uma diminuicdo da concentracdo do complexo
dentro do lipossoma ao longo de um periodo de 24h. A figura 55B, como ja foi referido,
traduz o perfil de libertagéo a 37°C em PBS pH 7,4 do complexo de cobre encapsulado
em lipossomas de SPPC:Colesterol em fungédo do tempo de incubacéo (24h). Uma vez
gue complexo possui dois comprimentos de onda caracteristicos sendo caracterizado
pela presenca de duas bandas, a libertagdo encontra-se representada para as bandas
a 273 e 294 nm. Num periodo de 24h existe uma perda média do material
encapsulado de cerca de 72% relativamente a quantidade inicial de complexo formado
dentro dos lipossomas.

Ao longo de todo o periodo de monitorizagdo da libertagdo de complexo
verifica-se que, embora o complexo se encontre em menor quantidade, a proporgéo
entre as concentracdes de complexo a 273 e 294 nm inicialmente observada se

mantém durante todo o periodo de monitorizagéo (24h).

3.5.2. Utilizacao de SBF

O SBF utilizado nestes ensaios foi preparado de modo a possuir concentracdes
de ibes dissociados iguais as do plasma sanguineo [82]. Deste modo, o
comportamento dos lipossomas contendo Culvxphen terd uma maior semelhanga com

0 que seria de esperar para estudos in vivo.
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A figura 56 representa os espectros obtidos para os estudos de libertacdo de
Culvxphen em SBF, assim como o perfil de libertagdo do complexo em fungcédo do

tempo.
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Figura 56 — (A) Espectro de UV-Vis de Culvxphen em lipossomas de SPPC:Colesterol, apos rutura das vesiculas em
oPOE 1% ao longo de um periodo de 24h (1440 min) em SBF pH 7,4 e (B) libertacdo, em SBF pH 7,4, do complexo

ternério formado em lipossomas num periodo de 24h onde (=) A=273 nm e (=) A=294 nm.

Os espectros de UV-Vis representados na figura 56A revelam que os
lipossomas, quando em contacto com SBF, possuem um comportamento oposto aos
dos estudos de libertacdo em PBS, isto é, em vez de se observar uma diminuicdo
progressiva do material encapsulado, ndo existe praticamente libertacdo durante um
periodo aproximadamente de 120 min. Uma diminuicdo acentuada do sinal do
complexo de metal presente dentro dos lipossomas apenas se verifica apos 360 min
de incubacdo em SBF a 37°C. Ao fim de 24 h a quantidade intralipossémica de
complexo é substancialmente menor.

Relativamente a razdo de concentracbes aos diferentes comprimentos de
onda, a razdo observada inicialmente mantém-se constante até 360 min aumentando
para 1,4 ao fim de 24h, o que implica uma alteracdo significativa na composi¢éo do
complexo. O espectro da figura 56A permite, também, a observacdo de uma banda
relativamente intensa a aproximadamente 240 nm, 0 que sugere a presenca de outras
espécies. Esta banda também se encontra presente, embora menos intensa, nos
estudos de libertacdo em PBS 7,4.

O perfil de libertagéo, a 37°C, do complexo de cobre do interior dos lipossomas
em funcdo do tempo de incubacdo, em SBF pH 7,4, encontra-se representado na
figura 56B, para as duas bandas observadas (A=273 nm e A=294 nm). Durante um
periodo de 24h é possivel quantificar uma libertagdo média do complexo formado de

78% relativamente as concentraces determinadas inicialmente.
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3.5.3. Utilizacdo de FBS (50%)

O FBS ¢, geralmente, utilizado como suplemento para meios de cultura celular.
E um meio de composicdo complexa, uma vez que possui na sua constituicao
proteinas (como a BSA) e um baixo nivel de anticorpos ou vitaminas. A albumina
sérica € a proteina mais abundante no plasma e esta envolvida em processos de
transporte de ibes de metal, de farmacos e dos seus complexos através da corrente
sanguinea. Deste modo, a ligacdo de ides de metal ou complexos de metal com
farmacos a albuminas pode ditar propriedades biol6gicas do farmaco inferiores ou
superiores as do farmaco livre, ou novos caminhos para o transporte dos mesmos
[125]. A figura 57 representa os espectros obtidos para a libertagdo de Culvxphen em
FBS durante um periodo de 24h e o seu perfil de libertagcdo em funcao do tempo de

incubacao.

Encapsulagdo (%)

Figura 57 — (A) Espectro de UV-Vis de Culvxphen em lipossomas de SPPC:Colesterol, apés rutura das vesiculas em
0oPOE 1% ao longo de um periodo de 24h (1440 min) em FBS (50%) (==) O min, (==) 15 min, (==) 30 min, (=) 45 min,
(=) 60 min, (=) 240 min e (=) 360 min, (=) 1140 min e (B) comportamento do complexo ternario formado em

lipossomas em FBS num periodo de 24h.

Para os estudos de libertacdo em FBS observa-se um perfil completamente
diferente do esperado. O espectro de UV-Vis apresentado na figura 57A apresenta
apenas uma banda, de intensidade elevada quando seriam esperadas as duas bandas
correspondentes a A=273 nm e A=294 nm. Quanto a libertacdo do material
encapsulado, a figura 57B permite-nos verificar que praticamente nao existe libertacao
e, embora se verifigue um aumento da intensidade da banda observada com o tempo
de incubacdo até 240 min os valores encontram-se dentro do intervalo do erro
determinado para a separagdo do material encapsulado por mini coluna de spin.

Como os espectros obtidos nos ensaios de libertacdo em FBS n&o coincidiam

com os espectros esperados para o complexo Culvxphen, procedeu-se a obtencéo de
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diferentes espectros para verificar que fator induzird as alteracdes ao espectro
observadas durante o ensaio. Deste modo, encontram-se representados na figura 58
espectros de FBS (50%), da Ivx em FBS (50%), da phen em FBS (50%) e do
complexo ternario sintetizado em FBS (50%). Todas estas solucbes foram ainda

comparadas com um dos espectros obtidos no ensaio (por ex: 15 min).

Abs

0,8
06
0,4

0,24

0'0 T T T T T
240 260 280 300 320 340 360 380 400

Wnm

Figura 58 — Espectro de UV-Vis de (==) FBS 50%, (=) Ivx em FBS, (==) phen em FBS, (=) Culvxphen em FBS e (=)
Culvxphen encapsulado em lipossomas de SPPC:Colesterol, apds rutura das vesiculas em oPOE 1% aos 15 min de

incubagéo.

Uma vez que o que se pretende é uma compreensdo do comportamento das
diferentes solugbes em FBS (50%) e ndo uma quantificacdo das mesmas, o facto das
intensidades registadas serem relativamente elevadas néo foi tido em conta.

A partir da figura 58 é possivel verificar que o sinal observado durante o ensaio
ndo se deve apenas a lvx ou & phen em FBS (50%) pois os comprimentos de onda
méximos observados sdo distintos (276 nm para 0 ensaio e 282/264 nm para a
levofloxacina e 1,10-fenantrolina, respetivamente). No que diz respeito ao FBS (50%)
e ao complexo Culvxphen, embora 0s espectros sejam bastante semelhantes e
apenas exista uma diferenca de 2 nm entre os seus comprimentos de onda maximos,
o valor obtido para o complexo é igual ao valor obtido durante o ensaio de libertacédo
(276 nm). Também é possivel observar, na figura 58, a presenca de uma das bandas
caracteristicas da fluoroquinolona Ivx (~ 330 nm), o que indica que o sinal observado
nos estudos de libertacdo ndo sera devido apenas ao meio de libertacao (FBS) mas a
uma possivel interacdo do complexo formado dentro do lipossoma com o FBS. Uma
vez que ocorre um pequeno desvio ao comprimento de onda méaximo para o complexo

(ou aliquota) na presenca do FBS, este desvio podera dever-se a interacfes entre as
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albuminas presentes no fluido (FBS) e a fluoroquinolona presente no complexo, como
se encontra referido na literatura [126-128].

A partir de um espectro menos concentrado do complexo sintetizado, foi
possivel determinar a sua absortividade molar de modo a quantificar o complexo
dentro do lipossoma e a sua percentagem de libertagdo num periodo de 24 h. De
acordo com os resultados obtidos, ap6s 24 h de incubac¢do em FBS a 37°C, obtém-se
uma retencdo do complexo, dentro dos lipossomas, de cerca de 100%.

No que diz respeito a libertacdo do complexo ternario formado em condi¢bes
fisioldgicas € possivel afirmar que & medida que o meio se aproxima das condi¢des de
um fluido fisiolégico, a libertacdo do material encapsulado é reduzida, para um curto
periodo de tempo. A retengdo do material encapsulado podera depender, igualmente,
do contra-ido presente no interior dos lipossomas. Nos estudos de libertacdo de
fluoroquinolonas apresentados em 1.5. a presenca do contra-i&o SO,* confere aos
lipossomas uma maior retencdo. No entanto, nos estudos de libertacdo de Culvxphen,
em lipossomas, o contra-ido do complexo € o ido NOj3, 0 que poderd influenciar a
capacidade de retencdo do sistema lipidico SPPC:Col.

Para PBS e SBF, ao fim de 24h a percentagem de complexo ternario que se
mantém encapsulada é significativamente baixa e apresenta um sinal, a ~240 nm, que
podera corresponder a outras espécies em solucao, o que implica que para aplicacées

terapéuticas de prolongada duracao, estes sistemas néo serao viaveis.
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Consideragdes finais

Com este capitulo pretende-se proceder a uma sintese das conclusdes
retiradas, uma vez que a sua discussdo foi apresentada no capitulo anterior, onde
sempre que possivel, foram estabelecidas comparacgfes entres os resultados obtidos e
resultados descritos na literatura.

A encapsulacdo de quinolonas em lipossomas tem vindo a ser uma técnica
abordada, nos ultimos anos, como estratégia de combate a crescente resisténcia
bacteriana a esta familia de farmacos. Deste modo, o principal objetivo deste trabalho
consistiu na encapsulacdo de fluoroquinolonas em lipossomas visto este processo
levar a um aumento da eficacia antibacteriana destes farmacos. Dos processos de
encapsulacdo testados, apenas a encapsulacdo através de um gradiente
transmembranar de sulfato de amonio permitiu a encapsulacdo de fluoroquinolonas
com percentagens de encapsulagéo satisfatorias.

A encapsulacdo de fluoroquinolonas de 22 e 32 geracgdo, estruturalmente
semelhantes, em lipossomas (SPPC, PMPC, SPM) contendo colesterol revelou
percentagens de encapsulagdo superiores a 65% para todos os sistemas lipidicos e
meios utilizados (NaCl ou Sacarose) com a exce¢ao da levofloxacina.

A estabilidade dos sistemas lipidicos foi testada através da quantificacdo de
fluoroquinolona que se mantém encapsulada ao fim de 4 semanas de armazenamento
a 4°C. Os resultados obtidos permitiram determinar quais os melhores sistemas para
estudos de transporte e libertacdo de farmacos, tendo-se concluido que, para o0 nosso
estudo, os sistemas mais estaveis seriam o PMPC:Col e SPPC:Col.

Além da encapsulacdo em lipossomas, uma outra estratégia de combate a
resisténcia bacteriana residiu na apresentacdo das fluoroquinolonas sob outras
formas, como por exemplo derivados de fluoroquinolonas como alternativa aos
agentes antibacterianos existentes. A sintese de complexos de cobre com
(fluoro)quinolonas e 1,10-fenantrolina tem vindo a ser uma das abordagens mais
frequentes. A sintese dos referidos complexos ternarios foi realizada e permitiu a
obtencao de rendimentos entre 61 e 83%. A sua caracterizacao fisico-quimica (andlise
elementar, espectroscopia de UV-Vis e Infravermelho e difragdo de Raio-X permitiu a
determinagcdo da sua estrutura, confirmacdo da formacdo de um complexo ternario
Cobre:Fluoroquinolona:1,10-fenantrolina e da sua estabilidade a diferentes
temperaturas.

Do mesmo modo que se procedeu ao estudo da encapsulacdo de

fluoroquinolonas em lipossomas, testou-se a encapsulacdo de complexos ternarios
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nos mesmaos, o0 que permitiu verificar a possibilidade destes derivados das quinolonas
poderem ser utilizados em sistemas lipidicos de transporte e libertacdo de farmacos.
Foram aplicados diferentes processos de encapsulacdo, como a hidratacdo do filme
lipidico ou a criacdo de um gradiente transmembranar de sulfato de amédnio. No
entanto a baixa percentagem de encapsulacdo obtida por estes processos (e ja
esperada) conduziu ao estudo da formagdo do complexo ternario no interior dos
lipossomas. A conjugacdo de um processo de encapsulacédo passivo (hidratacdo do
filme lipidico com uma solugdo aquosa de cobre e a fluoroquinolona levofloxacina) e
de um processo ativo (encapsulacdo da 1,10-fenantrolina apés a formacdo dos
lipossomas) permitiu alcancar este objetivo.

Por fim foram efetuados estudos de libertacdo (fluoroquinolonas e complexo
ternério) em condigdes fisiologicas, pH 7,4 e 37°C e em diferentes meios (PBS, SBF e
FBS). Os estudos permitiram concluir que as fluoroquinolonas s6 comecardo a ser
libertadas apés 60 min, independentemente dos meios utilizados (PBS e SBF). Para o
complexo ternario formado em lipossomas (Culvxphen), os resultados obtidos
revelaram uma maior libertacdo do complexo em PBS, que possui uma composi¢cao
ibnica mais simples, e uma menor libertacdo para o FBS que, sendo um fluido
biol6gico possui uma composi¢do quimica mais complexa, permitindo concluir que
guanto maior a semelhanca fisiolégica do meio de libertacdo utilizado, menor sera a
libertagdo do complexo dos lipossomas (maior retengéo).

O facto de alguns complexos ternarios de cobre sintetizados demonstrarem
potencial antibacteriano podera constituir uma solugdo para a crescente resisténcia
bacteriana. A sua encapsulacdo em sistemas lipossémicos podera ser vantajosa,
minimizando processos de decomposicado/substituicdo em fluidos bioldgicos ou
aumentando a atividade contra agentes patogénicos extracelulares.

O trabalho apresentado permitiu desenvolver trés sistemas lipossémicos para o
transporte/libertacdo de fluoroquinolonas, diferentes dos que se encontram descritos
na literatura. A sintese de complexos ternarios de cobre(ll) com fluoroquinolonas e
1,10-fenantrolina, permitiu determinar a estrutura cristalografica de trés novos
complexos ternarios. Também foi possivel a encapsulagcdo de um complexo ternario,
pela primeira vez, da fluoroquinolona levofloxacina, através da sua formacdo no
interior dos lipossomas um procedimento que, de acordo com a bibliografia

consultada, ndo se encontra descrito para as fluoroquinolonas.
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Anexo 1

Otimizacdo das condi¢cOes de preparacdo de mini colunas de

spin para a encapsulacao de fluoroguinolonas

A otimizac&o de preparacdo de mini colunas de spin permite uma padronizacao
do método de preparacdo das mesmas, avaliando propriedades essenciais como
velocidade e tempo de centrifugacdo, tamanho e empacotamento da coluna, volumes
inseridos/eluidos. Deste modo, otimizando o método de preparacdo das mini colunas
de spin, é possivel determinar o erro associado a este procedimento e ndo é
necessario proceder a medicdo dos volumes eluidos uma vez que estes seréo iguais
em todas as centrifugacdes e dentro do erro experimental determinado.

A recuperacdo do volume de lipossomas inserido nas colunas em funcdo do
volume ocupado pelo gel e da massa de algoddo encontra-se apresentada na figura
59.
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Figura 59 — (A) Volume de lipossomas recuperados (eluidos) vs o volume ocupado (tamanho) pelo gel de Sephadex G-
50 e (B) volume de gel e volume eluido vs massa de algoddo. Os resultados apresentados representam a média de

pelo menos 3 ensaios independentes.

Como é possivel observar, na figura 59A, para as condi¢cfes otimizadas (2000
rpm, 3 min), o volume médio recuperado encontra-se entre 90 e 110 ulL, o que
corresponde a uma percentagem de recuperacdo de entre 90 e 100% e um erro
associado de ~10% (o volume médio recuperado foi 98,4+5,87 ulL). A figura 59B
permite-nos averiguar qual a massa de algodao (A) que permite a obtengéo do volume
de gel e volume eluido (e) dentro dos valores determinados na figura 59A (0,9-1,0 mL
e 90-100 puL respetivamente). Assim é possivel afirmar que a massa de algodao para a

gqual ocorrem mais frequentemente os valores mencionados se encontra num intervalo
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entre 0,0123 e 0,0126 g, sendo este o intervalo a respeitar aquando da preparacdo

das mini colunas.
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Anexo 2

Estabilidade dos sistemas lipidicos preparados

Realizaram-se estudos de Espectroscopia de Correlacdo Foténica para os
sistemas lipidicos (SPM:Col, PMPC:Col, SPPC:Col) em estudo, com o intuito de

verificar se 0 seu didmetro sofreria alteragdes significativas ao longo do tempo.

Size Distribution by Intensity
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Figura 60 — Distribuicdo de tamanho de lipossomas de SPM:Col (1:1) (=) no dia da preparacdo e (=) apds duas

semanas de armazenamento.
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Figura 61 — Distribuicdo de tamanho de lipossomas de SPPC:Col (1:1) (=) no dia da preparagéo e (—) apo6s duas
semanas de armazenamento.
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Figura 62 — Distribuicdo de tamanho de lipossomas de PMPC:Col (1:1) (=) no dia da preparacéo e (=) apos duas
semanas de armazenamento.

No que diz respeito ao tamanho dos lipossomas existe uma ligeira diferencga,
mas que n&o é significativa. E possivel observar que também néo existem agregados
de maiores dimensdes uma vez que apenas se verifica uma Unica populacdo de
lipossomas de didmetro médio ~120 nm. A tabela seguinte representa os valores de
didmetro médio registados para os diferentes lipossomas, no dia da sua preparacao e

ap6s 1 semana de armazenamento.

Tabela 22 — Diametro médio dos lipossomas no dia da sua preparagéo e apés duas semanas.

SPM:Col (1:1) SPPC:Col (1:1) PMPC:Col (1:1)
Tamanho médio | IPd Tamanho IPd Tamanho IPd
(nm) médio (nm) médio (nm)
0 dias 135 129 121 0,08
14 150 136 123 0,121
dias

IPd — indice de polidispers&o

Como é possivel verificar, a nivel do diametro dos lipossomas, com a excegao
do sistema SPM:Col, ndo existem alteragbes significativas com o armazenamento.
estudos de UV-Vis, de

armazenamento para verificar se existiriam indicios de oxidacdo dos lipossomas.

Realizaram-se, posteriormente, apoés 2 semanas

Relativamente aos lipossomas de SPM:Col, uma vez que se verificam maiores
diferencas a nivel do diametro médio dos lipossomas, apds 2 semanas de
armazenamento, realizaram-se estudos de oxidacdo para verificar se os lipossomas

preparados exibiam algum sinal de oxidacéo.
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Anexo 3

Estudos de oxidacéao

Para a determinacdo da percentagem de oxidag&o dos lipidos em lipossomas,
procedeu-se a preparacdo de amostras contendo 6 umol de fosfolipido (volume
méximo de 0,3 mL). Preencheu-se o volume até 0,3 mL com etanol e retiraram-se
duas aliquotas de 0,1 mL cada.

A cada aliquota de 0,1 mL adicionaram-se 3 mL de etanol. De seguida,
tracaram-se espectros de UV-Vis, de cada aliquota, num intervalo entre 200-350 nm,

utilizando etanol como referéncia (branco).[15]

Absorvancia

Lipidos muito oxidados

Lipidos moderadamente oxidados = === = = =

Lipidos n&o oxidados

200 250 300
7 (nm)

Figura 63 — Espectro de UV-Vis de fosfatidilcolinas oxidadas. Alteracdes na absorvancia dos lipidos, na zona de UV,
sdo o primeiro sinal da ocorréncia de reacdes envolvendo radicais, que podem levar & oxidacdo. A presenca de dienos
conjugados é indicada pela presenca de um pico ~230 nm, enquanto a formagéo de trienos conjugados (remocéo de
dois 4tomos hidrogénios por cada molécula) leva a presenca de um pico adicional a ~270-280 nm. (==) lipidos n&o

oxidado, (-—-) lipidos moderadamente oxidados, (--*-) lipidos muito oxidados (adaptado de New, 1990).

Tendo sido verificados problemas na encapsulagao de fluoroquinolonas apenas
para os lipossomas de SPM:Col, os estudos de oxidacdo por UV-Vis apenas foram
realizados para o sistema lipidico SPM:Col. O espectro obtido encontra-se

representado na figura 64.
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Figura 64 — Espectro de UV-Vis de lipossomas de SPM:Col (1:1) apés duas semanas de armazenamento.

Como se pode observar na figura apresentada, a ~230nm existe uma banda
pequena que podera indicar o inicio do processo de oxidacdo dos lipossomas. Deste
modo a retencdo das fluoroquinolonas dentro dos lipossomas apds 4 semanas de
armazenamento (ver estudos de estabilidade, capitulo 3 ponto 1.4.) poderd ser

afetada, uma vez que com o tempo existe degradacéo dos lipossomas preparados.



[ PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS
UNIVERSIDADE DO PORTO



	Capa frente
	Folha Rosto
	Documento final_F&V
	Agradecimentos
	Resumo
	Abstract
	Índice
	Índice de tabelas
	Índice de figuras
	Abreviaturas
	Capítulo 1. Introdução

	1. Sistemas de libertação/transporte controlado
	1.1. Lipossomas
	1.1.1.  Propriedades físico-químicas
	1.1.2.  Fosfolípidos
	1.1.3.  Colesterol
	1.1.4.  Preparação dos lipossomas
	1.2. Lipossomas como sistemas de libertação controlada
	2. Quinolonas: Breve introdução e caracterização geral
	2.1. Da origem do ácido nalidíxico aos dias de hoje
	2.1.1.  As fluoroquinolonas
	2.2. Propriedades físico-químicas
	2.2.1.  Ionização
	2.2.2.  Complexação
	2.3. Mecanismo de ação e resistência
	2.3.1.  Mecanismo de ação
	2.3.2.  Mecanismos de resistência
	2.4. Estratégias de combate à resistência bacteriana
	2.4.1.  Complexos ternários de cobre
	2.4.2.  Encapsulação de fármacos na libertação controlada
	3. Processos de Encapsulação
	3.1. Encapsulação passiva
	3.2. Encapsulação Ativa
	3.2.1.  Encapsulação através de gradientes de pH
	3.2.1.1. Criação de gradiente de pH através de gradientes transmembranares de sulfato de amónio
	3.2.1.2. Criação de gradiente de pH através de gradientes transmembranares de acetato
	3.2.2.  Encapsulação através de um gradiente transmembranar de iões de metal de transição
	3.3. Libertação do fármaco encapsulado
	Objetivos e Enquadramento
	Capítulo 2: Metodologia Experimental

	1. Reagentes e soluções
	2. Instrumentação
	3. Preparação de lipossomas
	3.1.  Análise do tamanho dos lipossomas (Espectroscopia de Correlação fotónica)
	3.2. Determinação da concentração de lípido (doseamento de lípido)
	4. Encapsulação de fluoroquinolonas em diferentes sistemas lipídicos
	4.1. Encapsulação por hidratação do filme lipídico
	4.2. Encapsulação por gradiente transmembranar de sulfato de amónio
	4.2.1.  Quantificação do gradiente de pH transmembranar
	4.2.2.  Formação do gradiente por mini colunas de spin
	4.2.3.  Encapsulação de fármacos
	4.3. Determinação da quantidade de fármaco encapsulado
	4.4. Preparação e otimização de mini colunas de spin
	4.4.1.  Reutilização de Sephadex
	4.5. Estabilidade dos sistemas lipídicos preparados
	4.6. Estudos de libertação de fluoroquinolonas em condições fisiológicas
	5. Síntese de complexos ternários de Cobre (II), fluoroquinolonas e 1,10-fenantrolina
	5.1. Caracterização por Espectroscopia de Ultravioleta-Visível
	5.2. Caracterização por Espectroscopia de Infravermelho
	5.3.  Caracterização por Difração de Raio X
	6. Encapsulação de Complexos ternários de fluoroquinolonas
	6.1. Hidratação do filme lipídico
	6.2. Gradiente de transmembranar de sulfato de amónio
	6.3. Formação de complexos ternários de cobre, levofloxacina e 1,10-fenantrolina em lipossomas
	6.3.1.  Gradiente transmembranar de acetato/NaCl
	6.3.2.  Gradiente transmembranar de acetato/Hepes
	6.3.3.  Gradientes de iões de metais de transição
	6.4. Determinação da quantidade de cobre encapsulada nos lipossomas
	6.5. Estabilidade do sistema lipídico utilizado na formação de complexos ternários em lipossomas
	6.6. Estudos de libertação de Culvxphen em condições fisiológicas
	Capítulo 3. Resultados e discussão

	1. Estudos de encapsulação de fluoroquinolonas em lipossomas
	1.1. Encapsulação por hidratação do filme lipídico
	1.2. Encapsulação por gradiente transmembranar de sulfato de amónio
	1.2.1.  Quantificação do gradiente transmembranar
	1.3. Estudos de encapsulação de fluoroquinolonas por gradiente transmembranar
	1.3.1.  Em NaCl (150 mmol.dm-3)
	1.3.2.  Em Sacarose (10%)
	1.4. Estabilidade dos sistemas lipídicos preparados
	1.5. Estudos de libertação de fluoroquinolonas em condições fisiológicas
	1.5.1.  Estudos de libertação em PBS
	1.5.2.  Estudos de libertação em SBF
	2. Síntese e caracterização de complexos ternários Cobre (II), fluoroquinolonas e 1,10-fenantrolina
	2.1. Caracterização por Espectroscopia de Ultravioleta-Visível
	2.2. Espectroscopia de Infravermelho
	2.3. Difração de Raio X
	2.3.1.  Culvxphen
	2.3.2.  Culmxphen
	3. Encapsulação de Complexos ternários de fluoroquinolonas
	3.1. Hidratação do filme lipídico
	3.2. Gradiente transmembranar de sulfato de amónio
	3.3. Formação do complexo ternário Culvxphen em lipossomas
	3.3.1.  Utilização de gradiente transmembranar de acetato
	3.3.1.1. Utilização de diferentes concentrações de acetato de cobre
	3.3.1.2. Otimização da razão molar lípido:ligando
	3.3.1.3. Encapsulação individual de phen e lvx, com diferentes razões molares lípido:ligando
	3.3.2.  Utilização de gradiente transmembranar de acetato de cobre/Hepes (10 mmol.dm-3, NaCl 0.1 mol.dm-3)
	3.3.2.1. Encapsulação simultânea de lvx e phen em lipossomas contendo acetato de cobre/Hepes 10 mmol.dm-3
	3.3.3.  Encapsulação de phen em lipossomas através de gradientes de iões de metais de transição
	3.3.3.1. Utilização de mini colunas de spin em tampão SHE pH 7,5
	3.3.3.2. Influência da razão molar lípido:phen e da pré-incubação dos lipossomas no processo de encapsulação
	3.3.3.2.1. Encapsulação de phen em diferentes razões molares lípido:phen
	3.3.3.2.2. Influência da pré-incubação dos lipossomas na encapsulação de phen
	3.4. Estabilidade do sistema lipídico na formação de complexos ternários em lipossomas
	3.5. Estudos de libertação de Culvxphen em condições fisiológicas
	3.5.1.  Utilização de PBS
	3.5.2.  Utilização de SBF
	3.5.3.  Utilização de FBS (50%)
	Capítulo 4: Considerações Finais
	Bibliografia

	Anexos
	Anexo 1
	Otimização das condições de preparação de mini colunas de spin para a encapsulação de fluoroquinolonas
	Anexo 2
	Estabilidade dos sistemas lipídicos preparados
	Anexo 3
	Estudos de oxidação

	Capa trás

