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RESUMO

Os trabalhos experimentais, realizados no ambito da presente dissertagao,
centraram-se no estudo da interaccdo de seis anti-inflamatérios ndo esteréides,
nomeadamente o diclofenac, a clonixina, o piroxicam, o tenoxicam, o etodolac e o
indoprofeno, com modelos membranares. Foi estudado também a influéncia dessa
interacgdo nas propriedades fisico-quimicas das membranas e na actividade
terapéutica dos farmacos, nomeadamente a sua eficacia como antioxidantes. Os
modelos membranares utilizados os foram lipossomas unilamelares (LUVs) de
fosfatidilcolina da gema de ovo (EPC). Alguns estudos foram também realizados na
presenga de esplendcitos isolados do bago de ratinhos.

O equilibrio de particdo dos farmacos entre os lipossomas e a solugdo aquosa
foi quantificado pelo coeficiente de particdo, Ky, a um valor de pH igual a 74,
recorrendo a trés metodologias diferentes, designadamente a espectrofotometria
derivativa, o potencial-zeta e a desactivagdo de fluorescéncia. As trés metodologias
permitram a obtencdo de resultados concordantes. Para os anti-inflamatérios
diclofenac e clonixina foi também determinado o coeficiente de particdo
lipossoma/solucéo aquosa a valores de pH iguais a 3,0 e 10,3 e, adicionalmente, foi
efectuada a quantificacdo do coeficiente de particdo usando lipossomas de EPC
contendo na sua constituigdo colesterol numa percentagem de 10 e 40%, a um valor
de pH igual a 7 4.

A desactivacdo de fluorescéncia de sondas fluorescentes da série do acido
n-(9-antroiloxi)-estearico (n-AS; n = 2, 6, 9 ou 12), cujos grupos fluoréforos estéo
localizados a diferentes profundidades da bicamada lipidica, permitiu ainda inferir
acerca da localizacédo dos farmacos nas membranas.

O efeito da interaccdo dos AINEs em estudo com os lipossomas de EPC nas
propriedades fisico-quimicas destes foi avaliado por metodologias de determinagéo do

tamanho e do potencial-zeta dos LUVs e por anisotropia de fluorescéncia de estado




estacionario. A determina¢do do tamanho e do potencial-zeta dos LUVs permitiu
avaliar se ocorria aumento do didmetro e/ou alteragcdo da carga superficial da
bicamada lipidica dos lipossomas, na presenca de concentragées crescentes de
farmaco. Pelos ensaios de anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario, com as
sondas da série n-AS (n = 2, 6, 9 ou 12), investigou-se as alteragbes de fluidez
membranar provocadas pelos AINEs.

Este estudo envolveu ainda a avaliag@o da actividade antioxidante dos AINEs
diclofenac, clonixina, piroxicam, tenoxicam, etodolac e indoprofeno face a diferentes
radicais livres e também relativamente a um mesmo radical gerado em diferentes
locais, nomeadamente na fase aquosa e no interior da membrana. Os radicais livres
sobre os quais se avaliou a actividade antioxidante dos AINEs foram os radicais
estaveis do acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS'™) e do
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH"®), o radical peroxilo (ROO") e o radical hidroxilo
(HO"). _

A avaliagdo da capacidade de captagéo dos AINEs face aos radicais ABTS" e

DPPH® foi efectuada espectrofotometricamente, em solugao etandlica.

Foi avaliada também a capacidade protectora dos farmacos contra os danos
oxidativos passiveis de ocorrer na biomolécula de ADN. A quantificacio, por HPLC, da
8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-2'-dG), formada por oxidagcdo da base
2'-desoxiguanosina (2’-dG) na presenga dos radicais hidroxilo, gerados pelo sistema
Fe*-EDTA/H,0,/acido ascorbico, permitiu avaliar a capacidade protectora dos AINES
contra esses danos oxidativos. A realizagdo deste ensaio na auséncia de acido
ascorbico permitiu ainda avaliar a actividade pré-oxidante dos AINEs.

A actividade antioxidante dos AINEs na inibigdo da peroxidacdo
lipidica induzida pelos radicais peroxilo, gerados na fase aquosa pelo
dicloridrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) e no interior da membrana pelo
2,2'-azobis(2,4-dimetilvaleronitrilo)) (AMVN), foi avaliada pela monitorizagédo
da oxidacdo de diferentes sondas fluorescentes, nomeadamente a
fluoresceina, a  5-hexadecanoilaminofluoresceina (HDAF) e o  acido
3-(p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil)fenilpropidnico (DPH-PA). A utilizagdo dos iniciadores
AAPH e AMVN com lipossolubilidades distintas permitiu avaliar ndo apenas a
reactividade intrinseca de um antioxidante, mas também determinar se a posigéo e
orientacdo do farmaco na membrana, assim como a alteragcdo de propriedades fisico-

quimicas membranares, como a fluidez, contribuiam significativamente para a




actividade antioxidante observada. Adicionalmente, a monitorizagado da intensidade de

fluorescéncia (ou da anisotropia de fluorescéncia nos ensaios com a sonda DPH-PA)
destas sondas fluorescentes com diferentes localizagdes relativamente a membrana
permitiu avaliar a actividade antioxidante dos AINEs a esses diferentes niveis.

Finalmente, a actividade antioxidante dos AINEs foi também avaliada face a
peroxidacéo lipidica iniciada pelo radical HO® pela monitorizagdo da intensidade de
fluorescéncia da sonda DPH-PA. Os radicais HO® foram gerados pelo sistema
Fe?'/H,0,, na fase aquosa.

Os resultados obtidos mostraram que a eficacia antioxidante dos AINEs
apresentava diferengas significativas relativamente a espécie reactiva em questao, o
que tornou necessario a reunido de varias metodologias para uma melhor
compreensao do mecanismo de acgdo de um determinado farmaco.

Na tentativa de obter uma melhor correlacdo da acg¢ao farmacologica dos
farmacos com os efeitos moleculares a nivel das membranas bioldgicas realizaram-se
alguns estudos com esplendcitos. Esses estudos compreenderam a avaliagdo dos
efeitos dos AINEs na fluidez membranar e da actividade antioxidante desses mesmos
farmacos face aos radicais peroxilo. A alteragdo da fluidez membranar dos
esplendcitos foi avaliada por anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario, na
presenga da sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) e de concentragdes crescentes
dos AINEs diclofenac, clonixina, piroxicam, tenoxicam, etodolac, indoprofeno e
indometacina. Por outro lado, a monitorizagcdo da intensidade de fluorescéncia da
sonda DPH-PA e da fluidez membranar por anisotropia de fluorescéncia permitiu
avaliar a actividade antioxidante dos anti-inflamatérios em estudo face a peroxidagao

lipidica induzida pelos radicais peroxilo gerados pelo AAPH.




ABSTRACT

The experimental work carried out in the context of the present dissertation was
centered in the study of the interaction of six non-steroidal anti-inflammatory drugs,
namely diclofenac, clonixin, piroxicam, tenoxicam, etodolac and indoprofen with
biomembrane models. It was also studied the effects of this interaction on the physical
and chemical properties of the membrane lipid bilayer and in the therapeutic activity of
the drugs, namely their antioxidant activity. The biomembrane models used were egg
yolk phosphatidyicholine (EPC) unilamellar liposomes (LUVs). Some studies were also
performed with splenocytes isolated from mouse spleen.

The partition equilibrium of the drugs between liposomes and aqueous solution
was quantified by the partition coefficient, K, at pH 7.4, using three different
methodologies, namely derivative spectrophotometry, fluorescence quenching and
zeta-potential. These three techniques yielded similar results. For the anti-inflammatory
drugs diclofenac and clonixin, the liposome/water partition coefficient was also
evaluated at pH 3.0 and 10.3 and, additionally, their partition coeffcient was quantified
using EPC liposomes containing cholesterol at a percentage of 10 and 40%, at pH 7.4.

Fluorescence quenching of fluorescent probes from a series of
n-(9-anthroyloxy) stearic acids (n-AS, n = 2, 6, 9 and 12), which contain the
fluorophores located at different depths of the lipid bilayer, also allowed the
determination of the location of the drugs in the membrane.

The effect of the interaction of the NSAIDs in study with EPC liposomes on its
physiral and chemical properties was analysed by determining the LUVs size and the
zeta-potential and by steady-state fluorescence anisotropy measurements. The
determination of LUVs size and zeta-potential allowed to estimate if the liposomes

increased in diameter and/or if its surface charge was altered in the presence of

different drug concentrations. Steady-state fluorescence anisotropy measurements,




using a set of n-AS probes (n = 2, 6, 9 and 12), gave an insight of the membrane
fluidity variation induced by NSAIDs.

This study also evaluated the antioxidant activity of diclofenac, clonixin,
piroxicam, tenoxicam, etodolac and indoprofen against different free radicals and also
when the same free radical were generated within the lipid or the agqueous environment

surrounding the LUVs. The protective effect of NSAIDs were evaluated against stable
radicals of 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS") and
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH"), peroxyl radicals (ROO®) and hydroxyl radicals
(HO).

The NSAIDs scavenging capacity against the ABTS"" and DPPH’ radicals was
evaluated by a spectrophotometric method, in an ethanol solution.

The protective capacity of the drugs against the oxidative damage in DNA
biomolecule was also estimated. The quantification, by HPLC, of 8-hydroxi-2'-
deoxyguanosine (8-OH-2'dG), the product of the oxidation of 2'-deoxyguanosine
(2-dG) by hydroxyl radicals, generated by Fe3+-EDTA/H202/ascorbic acid system,
allowed to evaluate the NSAIDs protective capacity against these oxidative damages.
Assays on the oxidation of the 2'-dG in the absence of ascorbic acid were performed to
evaluate the prooxidant capacity of the NSAIDs.

The NSAIDs antioxidant activity on lipid peroxidation induced by peroxyl
radicals, generated in the aqueous environment by 2,2'-azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride  (AAPH) and within the membranes by 2,2'-azobis
(2,4-dimethylvaleronitrile) (AMVN), was measured by monitoring the oxidation of
different fluorescent probes, namely fluorescein, 5-hexadecanoylaminofluorescein
(HDAF) and 3-(p-(6-phenyl)-1,3,5-hexatrienyl)phenylpropionic acid (DPH-PA). The use
of AAPH and AMVN as radical initiators with different lipid solubilities allowed to
measure not only the intrinsic scavenging ability of the antioxidant, but also to
determine if the drug position and orientation in the membrane, as well as the
modification of the membrane properties, as membrane fluidity, significantly contribute
to the observed antioxidant activity. Additionally, the monitoring of the fluorescence
intensity (or fluorescence anisotropy in the assays with the DPH-PA probe) of these
fluorescent probes with different locations relatively to the membrane allowed to

evaluate the NSAIDs antioxidant activity at these different levels.
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Finally, the antioxidant activity of the NSAIDs was also evaluated against lipid

peroxidation induced by HO® radicals by monitoring the fluorescence of the DPH-PA
probe. HO® radicals were produced by the Fe2+/H20_,_ system, in the aqueous phase.

The results obtained showed that the antioxidant efficiency of the NSAIDs
exhibited significant differences with regard to the reactive species in question, which
determines the need to combine several methodologies for a better understanding of
the mechanism of action of any antioxidant.

For a better correlation of the pharmacological action of drugs with molecular
effects at the cellular membrane level some studies were performed with splenocytes.
These studies are characterized by the evaluation of the effects on membrane fluidity
induced by NSAIDs and their antioxidant activity against peroxyl radicals. The
splenocyte membrane fluidity was estimated by steady-state fluorescence anisotropy
measurements, in the presence of 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) probe and
increasing concentrations of diclofenac, clonixin, piroxicam, tenoxicam, etodolac,
indoprofen and indomethacin. On the other side, the monitoring of DPH-PA
fluorescence intensity and of membrane fluidity by fluorescence anisotropy allowed to
evaluate the NSAIDs antioxidant activity against lipid peroxidation induced by peroxyl

radicals generated by AAPH.




RESUME

Les travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de cette dissertation
concernent I'étude de l'interaction de six anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINSs), a
savoir : le diclofenac, la clonixine, le piroxicam, le tenoxicam, ['etodolac et
l'indoproféne, avec des modéles membranaires. L'influence de ces interactions sur les
propriétés physico-chimiques des membranes et sur l'activité thérapeutique de ces
composés pharmaceutiques, leur efficacité comme antioxydants par exemple, a
également été étudiée. Les modéles membranaires utilisés étaient des liposomes
unilamellaires (LUVs) de phosphatidilcholine du jaune d’'ceuf (EPC). Certaines études
ont également été réalisées en présence de leucocytes isolés de la rate de souriceaux.

L'équilibre de partition des composés pharmaceutiques entre les liposomes et
la solution aqueuse a été quantifié par le coefficient de partition, Ky, & une valeur de pH
égale a 7.4, recourrant a trois méthodologies différentes: la spectrophotometrie
dérivative, le potentiel-zeta et la désactivation de la fluorescence. Les trois
méthodologies ont permis d'obtenir des résultats concordants. Pour les anti-
inflammatoires diclofenac et clonixine, le coefficient de partition liposomes/solution
aqueuse a aussi été déterminé a des valeurs de pH égales a 3.0 et 10.3; et, Ia
guantification du coefficient de partition utilisant des liposomes de EPC ayant du
cholestérol dans sa constitution a des pourcentages de 10 et 40 %, a une valeur de pH
égale a 7.4, a également été effectuée.

La désactivation de la fluorescence de sondes fluorescentes de la serie de
l'acide n-(9-anthroyloxy) stéarique (n-AS, n = 2, 6, 9 et 12), localisées en différents
lieux de la bicouche lipidique, a encore permis de conclure quant a la localisation des
composés pharmaceutiques dans les membranes.

L'effet de l'interaction des AINSs étudiés sur les propriétés physico-chimiques
des liposomes de EPC a été évalué par la détermination de la taille et du potentiel-zeta

des LUVs et par anisotropie de fluorescence de I'état stationnaire. La détermination de
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la taille e du potentiel-zeta des LUVs a permis d’évaluer une altération du diametre
et/ou de la charge superficielle de la bicouche lipidique des liposomes en présence de
concentrations croissantes de composés pharmaceutiques. Les essais d’anisotropie de
fluorescence de I'état stationnaire, avec les sondes de la série n-AS (n = 2, 6, 9 ou 12),
ont permis d’investiguer les altérations de la fluidité de la membrane provoquées par
les AINSs.

Cette étude a encore impliqué I'évaluation de I'activité antioxydante des AINSs
diclofenac, clonixine, piroxicam, tenoxicam, etodolac et indoproféne par rapport a
différents radicaux libres et aussi par rapport a un radical libre généré en différents
lieux: soit dans la phase aqueuse, soit dans la membrane. Les radicaux libres utilisés
étaient: I'acide 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS™), le 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®), le radical peroxyle (ROO") et le radical hydroxyle
(HO").

L'évaluation de la capacité antioxydante des AINSs par rapport aux radicaux
ABTS" e DPPH’ a été effectuée spectrophotométriquement, en solution éthanolique.

La capacité protectrice des composés pharmaceutiques contre les dommages
oxidatifs auxquels la molécule de ADN est passible d’étre exposée a également eté
evaluée. La quantification, par HPLC, de la 8-hydroxy-2'-déoxyguanosine (8-OH-2'-
dG), formée par I'oxydation de la 2'-déoxyguanosine (2'-dG) en présence des radicaux
hydroxyles, générés par le systéme Fe*-EDTA/H,O./acide ascorbique, a permis
d'évaluer la capacité protectrice des AINSs contre ces dommages oxydatifs. La
réalisation de ces essais en I'absence d’acide ascorbique a permis d’évaluer I'activité
pro-oxydante des AINSs.

L'activité antioxydante des AINSs comme inhibiteurs de la peroxydation
lipidique induite par les radicaux peroxyles, générés dans la phase aqueuse par le
dichlorhydrate de 2,2’-Azobis (2-amidinopropane) (AAPH) et a [intérieur de la
membrane par le 2,2'-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) (AMVN), a été évaluée par le
suivi de I'oxydation de différentes sondes fluorescentes, a savoir : la fluoresceine, la 5-
hexadecanoylaminofluoresceine (HDAF) et [l'acide diphénylhexatriénepropionique
(DPH-PA). L'utilisation des initiateurs AAPH et AMVN, dont les lipossolubilités sont
distinctes, a permis d’évaluer non seulement la réactivité intrinséque d’un antioxydant,
mais aussi de déterminer si la position et I'orientation des composés pharmaceutiques
dans la membrane, ainsi que [laltération des propriétés physico-chimiques
membranaires, comme la fluidité, contribuaient significativement a une activité

antioxydante observée. En plus, le suivi de lintensité de la fluorescence (ou de
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I'anisotropie de fluorescence dans les essais avec la sonde DPH-PA) de ces sondes

fluorescentes de différentes localisations relativement a la membrane a permis
d’évaluer I'activité antioxydante des AINSs a ces différents niveaux.

Finalement, l'activit¢ antioxydante des AINSs a également été évaluée
relativement a la peroxydation lipidique, initiée par le radical HO®, par le suivi de
Iintensité de la fluorescence de la sonde DPH-PA. Les radicaux HO® ont été générés
par le systéme Fe*"/H,O, en phase aqueuse.

Les résultats obtenus ont montré que [efficacité antioxidante des AINSs
présentait des différences significatives relativement a I'espéce réactive en question,
ce qui a nécessité l'utilisation de plusieurs méthodologies pour une meilleure
compréhension du mécanisme d’action d’'un composé pharmaceutique déterminé.

En vue d'obtenir une meilleure corrélation de I'action pharmacologique des
composés pharmaceutiques avec les effets moléculaires au niveau des membranes
biologiques, des études avec des leucocytes ont été réalisées. Ces études ont porté
sur I'évaluation des effets des AINSs sur la fluidité membranaire et sur lactivité
antioxydante de ces mémes composés pharmaceutiques relativement aux radicaux
peroxyles. L'altération de la fluidité membranaire des leucocytes a été évaluée par
I'anisotropie de fluorescence de I'état stationnaire, en présence de la sonde 1,6-
diphényl-1,3,5-hexatriene (DPH) et de concentrations croissantes des AINSs
diclofenac, clonixine, piroxicam, tenoxicam, etodolac, indoproféne e indometacine.
D’un autre c6té, le suivi de l'intensité de la fluorescence de la sonde DPH-PA et de la
fluidité membranaire par anisotropie de fluorescence a permis évaluer ['activité
antioxydante des anti-inflammatoires étudiés relativement a la peroxydation lipidique

initiée par les radicaux peroxyles générés par le AAPH.
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INTRODUGAO GERAL

. ENQUADRAMENTO E OBJECTIVOS GERAIS

A cura, debelando a doenga, o prolongamento da vida, a conservagéo da
juventude e a prevengao da doenga séo preocupagbes marcantes que, ha muito, ditam
as tendéncias na investigacdo cientifica. De facto, como Platdo disse a Sdcrates, na
obra Gorgias: “Havera para o Homem um bem mais precioso do que a saude?” A
resposta é demasiado evidente e sem davida que esta reflexéo filosofica condicionou
o pensamento farmacéutico ao longo dos tempos.

Nos primordios, a cura estava relacionada com o explorar dos potenciais
terapéuticos das plantas, ditas medicinais, mas a evolugdo cientifica permitiu a
descoberta de solugbes alternativas, como os medicamentos. Com efeito, tem-se
vindo a assistir a descoberta de inumeros farmacos e novas formulagdes
farmacéuticas, que tém como objectivo final o aumento da eficacia terapéutica e a
diminuicéo dos efeitos secundarios indesejaveis. Observa-se ainda o aperfeicoamento
e desenvolvimento de técnicas capazes de permitir um estudo mais aprofundado do
mecanismo de ac¢éo dos farmacos. Este ultimo aspecto esta intimamente dependente
da sua estrutura quimica e, em ultima analise, com a capacidade que essa estrutura
lhe confere para interactuar com sistemas biologicos, como por exemplo, receptores e
membranas celulares. As membranas celulares, basicamente constituidas por uma
dupla camada fosfolipidica, sdo sistemas de particular importancia, uma vez que
condicionam a concentragdo de farmaco num determinado ponto do organismo, além
de poderem ter um papel primordial no seu mecanismo de acg¢do. As relagdes que se
possam estabelecer entre o mecanismo de accdo de um farmaco e o seu
comportamento face as membranas biolégicas permitird ainda estabelecer uma
relacdo causa-efeito entre as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos e os

respectivos perfis farmacologicos, de tal modo que sera possivel desenvolver o




conceito da relacéo estrutura-actividade, de forma a criar novos compostos com maior

eficacia terapéutica e com menores efeitos secundarios indesejaveis.

Os lipossomas, devido a sua composi¢cdo e organizagao, constituem modelos
membranares preciosos para o estudo da interaccdo dos farmacos com as
membranas. A partir da informacgdo retirada com estes sistemas podem usar-se
sistemas de maior complexidade, como células ou tecidos, para uma melhor
percepgao dos fenébmenos envolvidos.

Do exposto se depreende a importancia do estudo da interac¢cdo dos farmacos
com as membranas dos lipossomas ou celulares, o que constitui o objectivo desta
dissertacdo. De facto, com o trabalho desenvolvido nesta dissertagcéo pretende-se
fornecer uma contribuicdo para o conhecimento das caracteristicas da interac¢do dos
AINEs diclofenac, clonixina, etodolac, indoprofeno, piroxicam e tenoxicam com as
membranas fosfolipidicas, para que mais informagéo seja disponibilizada na analise e
clarificagdo do papel destes farmacos, ainda ndo completamente esclarecido, no
ambiente fisiolégico. Com efeito, apesar de toda a investigacéo levada a cabo nos
ultimos anos, existem ainda algumas lacunas no que respeita ao conhecimento das
interacgdes fisico-quimicas a nivel molecular entre os farmacos estudados e as
membranas, bem como estudos referentes a sua localizagdo membranar e actividade
antioxidante, topicos que constituem o tema deste trabalho de investigacdo. Foram
também realizados alguns estudos com células de modo a obter uma melhor
correlagdo com o que podera realmente ocorrer in vivo e para validar a utilizagéo dos

lipossomas como modelos a usar no estudo das interac¢des farmaco/membrana.

Il. ORGANIZAGAO DA DISSERTAGAO

Esta dissertacéo encontra-se organizada em 6 capitulos. O primeiro, designado
Introdugao, consiste num enquadramento teérico em que se descreve conceitos
fundamentais para a compreenséo do trabalho experimental realizado. E efectuada
uma descricdo de aspectos essenciais dos lipossomas, nomeadamente das suas
propriedades fisico-quimicas e estruturais, e das principais caracteristicas dos
farmacos estudados, dando especial énfase ao seu mecanismo de acgéo. Finalmente,
descreve-se a importancia do estudo das interac¢bes que se podem estabelecer entre

os farmacos e os lipossomas.




No capitulo 2, Preparagdo e caracterizagdo das amostras, é descrito o

método de preparagdo dos lipossomas de fosfatidilcolina da gema de ovo, bem como
a sua caracterizacao quanto ao tamanho, potencial-zeta, estabilidade e concentragao.
Descreve-se ainda a preparagéo das solugdes dos farmacos e das amostras em que
pode ocorrer interacgio entre lipossomas e AINEs.

No capitulo 3, Avaliagao da interacgao de anti-inflamatérios nao esterdides
com lipossomas, referenciam-se os métodos experimentais utilizados para
determinar o coeficiente de particdo do farmaco entre uma fase aquosa e os
lipossomas, a localizagdo membranar dos farmacos e os efeitos resultantes da
interaccdo farmaco/lipossoma nas propriedades fisico-quimicas das membranas
lipidicas, nomeadamente no tamanho, no potencial e na fluidez da membrana.

No capitulo 4, Avaliagdo da actividade antioxidante dos anti-inflamatorios
nio esterdides, sdo apresentadas as varias metodologias utilizadas para a avaliagdo
da actividade antioxidante dos farmacos face a diferentes radicais livres ou a um
mesmo radical gerado em locais distintos.

No capitulo 5, Avaliagdo da actividade antioxidante e dos efeitos dos
AINEs na fluidez membranar de esplendcitos usados como modelos das
biomembranas, sdo apresentados os estudos realizados com esplendcitos,
nomeadamente a avaliacdo da alteragdo da fluidez membranar resultante da
interacgdo farmaco/esplendcitos e a determinagdo da actividade antioxidante dos
farmacos face a peroxidacao lipidica iniciada pelo radical peroxilo.

Finalmente, no capitulo 6, Consideragoes finais e perspectivas futuras,
apresentam-se as consideragées finais acerca dos resultados experimentais obtidos
nos varios estudos e referem-se trabalhos de investigagao que poderao ser efectuados

na continuagéo dos descritos nesta dissertagao.




ABREVIATURAS

A: angstroms;

AAPH: dicloridrato de 2,2’-azobis-2-amidinopropano;
ABTS: acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico);
ADN: acido desoxirribonucleico;

AINEs: anti-inflamatérios néo esteréides;

AMVN: 2 2'-azobis (2,4-dimetilvaleronitrilo);

ARN: acido ribonucleico;

AUC: area sob a curva;

C: concentragédo

COX: ciclooxigenase;

2’-dG: 2’-desoxiguanosina;

DMPC: dimiristoilfosfatidiicolina;

DMSO: dimetilsulfoxido;

DPH: 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno;

DPH-PA: acido 3—(p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienilfenil)propiodnico;
DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina;

DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo;

DSC: calorimetria diferencial de varrimento;

EDTA: acido etilenodiaminotetraacético;

EPC: fosfatidilcolina da gema de ovo;

EPR: ressonancia paramagnética electronica;

£: absortividade molar;

Fe?": ido ferro (lI);

Fe*: ido ferro (lIl);

H: atomo de hidrogénio;

H*: catido de hidrogénio;




HDAF: 5-hexadecanoilaminofluoresceina,;

HIV: virus da imunodeficiéncia humana;

HO®: radical hidroxilo;

H.0,: peréxido de hidrogenio;

HOCI: acido hipocioroso;

HOO’: radical perhidroxilo;

HPLC: cromatografia liquida de alta pressao;

I: intensidade de fluorescéncia;

I: forga ibnica;

IC,: concentracédo de composto necessaria para ocorrer uma inibi¢cao de x%;
Koa: coeficiente de particdo octanol/agua;

Kp: coeficiente de particao;

K,: constante bimolecular de desactivagéo de fluorescéncia;

K& : constante bimolecular aparente de desactivagéo de fluorescéncia;

Ksy: constante de Stern-Volmer;

K& : constante aparente de Stern-Volmer;

L*: radical alquilo;

LDL: lipoproteina de baixa densidade;
LH: acidos gordos polinsaturados;
LOO’: radical peroxilo lipidico;

LO": radical alcoxilo;

LTs: leucotrienos;

LUVs: lipossomas unilamelares grandes;
A: comprimento de onda;

Amax: comprimento de onda maximo de absorgéo;
M: metais de transig¢ao;

min: minutos;

n-AS: acido n-(9-antroiloxi)-estearico;
nm: nandmetros; ’
MLVs: liposssomas multilamelares;

pm: micrometros;

0O2: oxigénio;

0,": anido superdxido;




8-OH-2’-dG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina;

PGs: prostaglandinas;

pK.: constante de acidez;

Yo: potencial de superficie;

r: anisotropia,

r’: valores de anisotropia corrigidos;

rss: valores de anisotropia experimentais;

RMN: ressonancia magnética nuclear;

ROO’: radical peroxilo;

ROOH: hidroperéxido orgénico;

ROS: espécies reactivas de oxigénio;

RNS: espécies reactivas de azoto;

s: segundos;

SRE: sistema reticulo-endotelial;

SUVs: lipossomas unilamelares pequenos;

o: densidade de carga superficial;

o™: nimero de moléculas adsorvidas por unidade de area;
T.: temperatura de transicao de fase;

TEAC: capacidade antioxidante equivalente ao trolox;
TXs: tromboxanos;

1: tempo de vida no estado excitado;

0: tempo de relaxamento rotacional,
UV/Vis: ultravioleta/visivel;
V: volume;

: potencial-zeta.
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CAPITULO 1. INTRODUGAO

1.1. LIPOSSOMAS

Os lipossomas, ou vesiculas lipidicas, sdo estruturas esféricas fechadas,
constituidas por fosfolipidos anfipaticos, os quais sdo caracterizados por possuirem
um grupo hidrofilico ligado a duas cadeias hidrofébicas, podendo também inciuir
outros componentes membranares, como o colesterol [1, 2]. Os lipidos anfipaticos,
também denominados anfifilicos, possuem a capacidade de espontaneamente formar
agregados em bicamada quando dispersos em solu¢cdo aquosa, envolvendo no seu
interior um determinado volume do solvente. Estas estruturas fechadas podem ser
constituidas por uma ou varias membranas concéntricas, variando o seu tamanho
desde 20 nanometros (nm) a alguns micrometros (um) de didmetro, apresentando a
membrana uma espessura aproximadamente igual a 4 nm [2].

Alec Bangham e colaboradores, em 1965, descreveram pela primeira vez a
formacdo espontédnea de estruturas membranares fechadas, num trabalho de
investigacgéo acerca da difusado de iées através de membranas lipidicas artificiais [3]. A
este sistema de vesiculas fosfolipidicas foi dado, trés anos mais tarde, o nome de
lipossomas. O termo lipossoma foi introduzido por Weissmann, que reuniu numa so
palavra dois elementos de origem grega: /ipo, que significa gordura, e soma, que
significa corpo [4]. No entanto, estas estruturas multilamelares obtidas da hidratagao
de fosfolipidos ja eram anteriormente conhecidas, sendo denominadas “figuras de
mielina” [3]. De facto, em 1947, Bernard postulou a existéncia de lipossomas, quando
analisava resultados de estudos microscépicos sobre “figuras de mielina”, formadas
em sistemas oleato de aménio-agua [5].

A investigacao realizada com lipossomas tem vindo a expandir-se, apds a sua
descoberta por Alec Bangham e colaboradores, tendo-se centrado inicialmente na sua

utilizagdo como modelos membranares em varias areas como a farmacéutica, médica
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e bioguimica, nas quais, ainda hoje, ocupam lugar de grande relevo. Contudo, pouco
depois da descoberta dos lipossomas, surgiu a hipétese de que estas estruturas
poderiam ser utilizadas para muitas outras finalidades, como por exemplo, para
transporte de farmacos [1, 3, 5]. Com efeito, durante o século XX houve um grande
esforgco no sentido de desenvolver um sistema capaz de transportar compostos
terapéuticos (farmacos, em especial os anti-tumorais, antibiéticos, enzimas, hormonas
ou agentes quelantes) até um alvo especifico (6rgao, tecido ou célula). As primeiras
tentativas para a obtencéo de um sistema transportador eficaz tiveram como base o
encapsulamento das biomoléculas a transportar em vesiculas de nylon e outros
polimeros sintéticos. No entanto, esta abordagem mostrou-se totalmente inadequada,
visto estas vesiculas de material artificial se acumularem dentro do organismo [3].
Assim, em 1971, Gregory Gregoriadis propds, pela primeira vez, a utilizagdo dos
lipossomas como sistema transportador de farmacos, mantendo, desde entdo, um
papel preponderante no desenvolvimento desta area [3].

Os lipossomas apresentam como propriedades fundamentais: a) o
fornecimento simultdneo de um meio lipofilico e de um meio aquoso, possibilitando a
imobilizacdo de qualquer tipo de substancia independentemente da sua solubilidade,
carga eléctrica ou peso molecular; b) a possibilidade de caracteriza¢ao fisico-quimica
e de controlo das suas propriedades através de variagées na composicédo e método de
preparacdo; c) a possibilidade de libertagio controlada do seu conteudo para os
fluidos biolégicos ou para as células, através de fusdo ou endocitose, bem como de
direccionamento in vivo por via intravenosa, ocular, pulmonar, nasal, oral,
intramuscular, subcutanea e dérmica [6]. Assim, as caracteristicas fisico-quimicas
Unicas dos lipossomas, associadas a uma grande versatilidade estrutural, explicam as
grandes potencialidades destes meios organizados como modelos membranares e
vectores de farmacos, que se traduzem num elevadissimo numero de estudos

realizados com estes sistemas.

1.1.1. Consideragoes fisico-quimicas

Os fosfolipidos constituem os componentes lipidicos estruturais mais
abundantes das membranas naturais e podem ser divididos em dois grupos:
esfingolipidos e fosfoglicerideos [2]. Os fosfoglicerideos sdo derivados do glicerol,

enquanto que os esfingolipidos sdo derivados da esfingosina (Figura 1.1). Como &
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possivel observar na Figura 1.1, os esfingolipidos, ao contrario dos glicerofosfolipidos,
apresentam um Unico acido gordo unido por uma ligagdo amida ao azoto da
esfingosina, a qual, por sua vez, se encontra ligada ao acido fosforico. Este pode-se
encontrar ligado a uma molécula polar, nomeadamente & colina, etanolamina, inositol
ou glicerol [1, 2].

Os fosfoglicerideos consistem numa parte central, constituida por glicerol,
conjugada com uma parte hidrofoba e uma parte hidréfila. A parte hidréfoba é formada
por duas cadeias hidrocarbonadas de acidos gordos saturados ou insaturados, que
esterificam igual numero de grupos hidroxilo do glicerol, apresentando cada cadeia 10
a 28 atomos de carbono [5]. Enquanto que as cadeias hidrocarbonadas ocupam
normalmente a posicdo 1 e 2 da molécula do glicerol, a parte hidréfila encontra-se
esterificada no terceiro hidroxilo do glicerol e € composta por uma molécula de acido
fosforico (no caso do acido fosfatidico) ou por acido fosforico covalentemente ligado a
diferentes moléculas hidrossoliveis [1]. As moléculas hidrossoluveis, mais
frequentemente encontradas nos fosfolipidos de origem natural, sdo a colina, o
glicerol, o inositol, a serina ou a etanolamina (Figura 1.1). Assim, conforme as
respectivas moléculas, os fosfoglicerideos podem ser electricamente neutros ou
apresentar carga negativa [1, 2].

Todos os fosfolipidos de origem natural exibem, geralmente, uma grande
heterogeneidade relativamente as cadeias hidrocarbonadas dos acidos gordos que os
constituem, ao contrario dos fosfolipidos sintéticos que podem apresentar uma
constituicdo muito homogénea. Adicionalmente, os acidos gordos sintetizados no
organismo apresentam um numero par de carbonos na sua cadeia, enquanto que os
acidos gordos obtidos por sintese podem possuir um numero impar desses atomos [1].

Os acidos gordos saturados mais frequentes nas membranas naturais séo o
miristico, o palmitico e o estearico, com 12, 14 e 16 atomos de carbono,
respectivamente, enquanto que dos insaturados o mais importante € o acido oleico,
com 18 atomos de carbono e uma ligagao dupla. Os acidos gordos saturados séo
muito flexiveis, possuindo cada ligagéo a possibilidade de rotagéo, ao contrario dos
insaturados que sdo moléculas mais rigidas. A ligacdo dupla cis, muito mais comum,
provoca uma conformagdo com um angulo de cerca de 30° o que dificulta o

empacotamento destas moléculas na bicamada, enquanto que a configuragéo trans

assemelha-se a forma estendida dos acidos gordos saturados [1].
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Figura 1.1: Estrutura quimica do glicerol, da esfingosina e dos fosfolipidos deles derivados. X
representa os principais grupos polares encontrados nos fosfolipidos de origem natural.

Muitas das propriedades fisicas dos lipossomas, como a sua estabilidade,
permeabilidade, ordem das cadeias hidrocarbonadas ou temperatura de transicéo de
fase, dependem do comprimento e grau de saturacdo dos fosfolipidos que os
constituem. Os glicerofosfolipidos, frequentemente designados de fosfolipidos,
naturais possuem geralmente uma cadeia saturada ligada a posicéo 1 do esqueleto do
glicerol e uma cadeia insaturada ou mais longa ligada a posigéo 2 [1].

Os fosfolipidos mais abundantes na natureza e indubitavelmente os mais
usados na preparacgio de lipossomas s&o os que contém colina [1]. Denominam-se de
fosfatidilcolinas ou lecitinas (de “lekithos”, palavra grega que significa gema do ovo) e

sd0 moléculas dipolares a pH fisiolégico, com o grupo amoénio quaternario
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apresentando carga positiva e o grupo fosfato carga negativa. Com excep¢do da
fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolamina, todos os outros fosfolipidos apresentam
carga negativa, 0 que constitui uma das razées para as membranas bioidgicas
exibirem geralmente uma carga superficial negativa, importante para muitos processos
biologicos [2].

Cada classe de um tipo de fosfolipido, por exemplo de fosfatidilcolina ou
fosfatidiletanolamina, compreende uma grande variedade de moléculas, conforme o
tipo de acidos gordos ligados ao esqueleto do glicerol. A lecitina de origem natural,
como a extraida da gema de ovo ou soja, € uma mistura de varias moléculas, com
cadeias carbonadas de diversos comprimentos e diferentes graus de saturagdo. O
acido gordo mais abundante na lecitina da gema de ovo € o acido palmitico (35,3%),
situado preferencialmente na posicdo 1, seguido do acido oleico, encontrado
principalmente na posicdo 2 (Figura 1.2) [2]. Contudo, a lecitina também pode ser
obtida por sintese, apresentando neste caso uma composi¢do bem definida,
particularmente no que concerne aos grupos acilo e podem ser obtidas com cadeias
hidrocarbonadas saturadas ou insaturadas, com maior ou menor niumero de atomos
de carbono, iguais ou diferentes. Este tipo de fosfolipidos, como DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina) ou DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina), tém um comportamento
facilmente caracterizavel relativamente a diversos parametros termodinamicos,
comparativamente as populagdes heterogéneas que constituem os fosfolipidos

naturais [1]. )
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Figura 1.2: Estrutura quimica de uma molécula de lecitina.
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A lecitina constitui o maior componente das membranas naturais, sendo, deste
modo, utilizada frequentemente na preparagéo de lipossomas para as mais variadas
aplicagdes. Origina lipossomas electricamente neutros, mas a carga destes pode ser
modificada pela incorporagdo de moléculas anfipaticas carregadas, como o
fosfatidilglicerol ou o fosfatidilinositol, para a obtengdo de lipossomas carregados
negativamente, ou a estearilamina para a obtencdo de lipossomas com carga positiva
[2].

Além dos fosfolipidos, os lipossomas também podem incluir outras molécuias
lipidicas presentes nas membranas naturais, nomeadamente glicolipidos (Figura 1.3) e
esteréis. Deste Ultimo grupo, o colesterol (Figura 1.3) € o representante mais
importante e é usado, por exemplo, para reduzir a difusdo dos farmacos hidrossoltveis
para o exterior das vesiculas, bem como para aumentar a estabilidades destas na
corrente sanguinea. Na bicamada fosfolipidica, as moléculas de colesterol orientam o
seu grupo hidroxilo para a fase aquosa, enquanto o nucleo, referente ao
ciclopentanoperidrofenantreno, intercala-se nas cadeias aciclicas dos fosfolipidos. A
quantidade de colesterol incluida na bicamada fosfolipidica € variavel, podendo atingir

cerca de 50% da composicao lipidica total [7].

R—CO— HN—CH,
R—CO— HN—CH
‘ CH,OH
CH;—0 O— OH
OH

OH
Glicolipido

HO
Colesterol

Figura 1.3: Estrutura quimica dos glicolipidos e de uma molécula do colesterol.
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Uma das principais caracteristicas fisicas das bicamadas lipidicas € a
existéncia de uma determinada temperatura onde a organizagdo dos fosfolipidos sofre
uma alteracao. Assim, para diferentes valores de temperatura, as bicamadas lipidicas
podem apresentar-se em duas fases termodinamicamente distintas, ocorrendo a
transicdo de uma para a outra fase por variagdo da temperatura [2]. Deste modo, as
bicamadas lipidicas podem apresentar-se numa fase de grande ordenagao, designada
por estado de gel-sdlido e, para temperaturas mais elevadas, numa fase mais fluida
denominada de cristal-liquido [1, 2], como esta representado esquematicamente na

Figura 1.4.

(T
Al <

Estado de gel-sélido Estado de cristal-liquido

Figura 1.4: Representagdo esquematica da organizagdo estrutural apresentada pelas cadeias
hidrocarbonadas dos fosfolipidos no estado de gel-sélido e de cristal-liquido. AT corresponde a
variagao de temperatura.

A temperatura de passagem de uma fase a outra denomina-se temperatura de
transicao de fase, T, e & especifica para um determinado lipido. Deste modo, quando
a temperatura do sistema €& inferior a T. dos fosfolipidos constituintes de uma
determinada bicamada, esta apresenta uma estrutura ordenada, em que as cadeias
hidrocarbonadas se encontram numa conformagdo distendida e firmemente
empacotadas, sendo a liberdade de movimentos muito restrita. Acima da T, aumenta
consideravelmente a mobilidade das cadeias aciclicas na membrana, a area ocupada
por cada molécula de fosfolipido é superior e a espessura da bicamada diminui [1, 2].
A T. dos fosfolipidos depende da natureza do grupo polar, bem como do comprimento
e grau de insaturagdo das cadeias aciclicas. Geralmente, aumenta com o
comprimento das cadeias dos acidos gordos e diminui com o grau de insaturagdo [2].
Enquanto que para membranas de composigdo homogénea é possivel falar-se num
valor de temperatura de transicdo de fase, para misturas de fosfolipidos a T.
compreende um intervalo de temperaturas. A amplitude deste intervalo depende

fortemente da composicao lipidica e pode abranger mais de 10°C, podendo mesmo
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estar ausente em determinadas misturas de lipidos, como por exemplo, na presenca
de elevadas concentracdes de colesterol (50%) [1, 2]. A T, descrita para a DMPC é de
23,5°C e para a DPPC de 41,4°C, enquanto que a fosfatidilcolina da gema de ovo
(EPC), sendo uma mistura heterogenea, apresenta uma temperatura de transigéo de
-15a-7°C [1, 2].

A fase em que as bicamadas lipidicas se encontram & extremamente
importante, uma vez que determina diversas propriedades membranares, tais como
permeabilidade, fusdo, agregacdo, ligacdo de proteinas e funcionalidade das
moléculas presentes, as quais, por sua vez, podem afectar marcadamente a
estabilidade dos lipossomas e o comportamento destes nos sistemas biologicos.
Todavia, o comportamento termodindmico de uma bicamada lipossémica pode ser
alterada quando se incorporam moléculas nao fosfolipidicas na membrana. De facto, &
bem conhecido o efeito do colesterol na modulagéo da fluidez membranar. Assim,
quando as membranas se encontram na fase cristal-liquido, a interacgéo do colesterol
com as cadeias hidrocarbonadas no estado fluido provoca um aumento da ordem e da
densidade de empacotamento no interior da membrana, ou seja, aumenta a
organizagéo molecular, enquanto que no estado de gel-sélido, o colesterol exerce uma
accgao fluidificante. Com efeito, a presenga de colesterol em elevadas concentragbes
(50%) pode suprimir a transi¢éo de fase, estando a membrana num amplo intervalo de
temperatura numa conformacéo fluida e organizada com fortes forgas coesivas [1, 2].
Consequentemente, a presenca de colesterol na membrana aumenta a sua
estabilidade, diminui a mobilidade das suas moléculas e reduz a sua permeabilidade.
Devido a estas acgbes tdo importantes, tem sido especulado, por alguns autores, que
s apo6s o aparecimento e inclusdo do colesterol nas membranas lipidicas, € que estas
se tornaram suficientemente fortes e coesivas na fase fluida para se poder observar os
processos de endocitose e exocitose [1]. Nas membranas naturais, a razéo de
colesterol:lipido pode variar de 0,2 (por exemplo, membrana interna da mitocondria) a
1 (por exemplo, membrana plasmatica dos eritrocitos). Contudo, a fluidez das
bicamadas lipidicas que nao contém colesterol na sua constituicdo, como as
membranas das bactérias, pode ser controlada apenas pelo comprimento e
insaturagao das cadeias lipidicas hidrocarbonadas [5].

Deve-se ainda referir que o lipossoma sé é formado quando os lipidos que o
constituem sado manipulados a uma temperatura superior a respectiva T.. Este valor

determina a temperatura minima necessaria para a agua penetrar entre as camadas
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lipidicas e os lipossomas se formarem. Contudo, apés a preparagdo do lipossoma, a

temperatura pode descer para além da T, sem destruicdo do lipossoma [5].

1.1.1.1. Configuragdo e propriedades moleculares dos fosfolipidos

A estrutura e a dinamica das moléculas fosfolipidicas apresentam um papel
fundamental na funcionalidade das membranas bioldgicas. A compreensdo dos
fendmenos fisioldgicos e da acgao dos farmacos requer a descrigdo pormenorizada da
estrutura da bicamada e das consequéncias dessa estrutura para a accio de
moléculas enddgenas e exdgenas.

Nas membranas, as moléculas de fosfatidilcolina encontram-se alinhadas com
o esqueleto do glicerol disposto de forma aproximadamente perpendicular ao plano da
membrana e o grupo fosfocolina numa linha quase paralela (aproximadamente 30°) a

superficie da membrana, conforme se pode visualizar na Figura 1.5 [2].

Fase aquosa

=

\o
~
Plano da membrana ™, _____ .
?HZ—CO———O—CH
; CH Regido
i VA 7 S
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(J/CHz \ A
|/H2 //co ,:' 58°
o (13!7'2“* ----------
_CH,
CH

/ Interior da bicamada
lipidica

Figura 1.5. Representagdo esquemdtica da conformagdo da fosfatidilcolina na bicamada
lipidica (adaptado de [2]).

Prevé-se que a conformagado referida diminua a distdncia entre as cargas
positiva e negativa na molécula e que seja também a adoptada pelo fosfatidilglicerol e

pela fosfatidiletanolamina nas membranas biologicas [8].
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O grupo polar dos fosfolipidos ndo parece ser dotado de grande liberdade de
rotacdo, devido as ligagdes de hidrogénio que estabelece [9]. Contudo, diferentes
grupos polares apresentam diferentes conformagdes e mobilidade, sendo, por
exemplo, o grupo colina mais moével do que o grupo da fosfotidiletanolamina [8]. A
presenca dos trés grupos metilo ligados ao azoto quaternario implica que a colina, na
conformacao referida, se apresente numa forma muito compacta, ocupando uma area
da membrana (42 A% superior a area das duas cadeias hidrocarbonadas
(aproximadamente 39 A%). Para compensar este facto, as cadeias hidrocarbonadas
deverao dispor-se numa conformacao inclinada com um angulo de 58° relativamente
ao plano da membrana, de forma a preencher o espaco livre criado pelos grupos
polares e a aumentar a proximidade entre as cadeias adjacentes, maximizando as
interacgdes de Van der Walls, assim como outras interacgdes nédo covalentes (Figura
1.5) [2].

A inclinagdo das cadeias hidrocarbonadas, juntamente com o facto de que os
dois primeiros atomos de carbono da cadeia hidrocarbonada na posigdo 2 estio
dispostos paralelamente ao plano da membrana (Figura 1.5), implica que as lecitinas
constituidas por cadeias hidrocarbonadas de igual comprimento terdo lacunas no
centro da bicamada lipidica, onde o grupo metilo terminal da cadeia 2 ndo consegue
atingir. Nas lecitinas de origem natural, este problema é ultrapassado, uma vez que as
cadeias hidrocarbonadas na posicdo 2 sao usualmente mais compridas que as da
posicdo 1 [2]. E de prever que os lipossomas constituidos por lipidos, cujas cadeias
possuam comprimentos muito diferentes (por exemplo, cadeia na posi¢do 2 com 10
atomos de carbono e cadeia na posi¢cdo 1 com 18 atomos de carbono), apresentem
bicamadas com intercalacdo das cadeias hidrocarbonadas dos folhetos opostos.
Contudo, este comportamento é considerado excepcional, e para a maioria das
fosfatidilcolinas naturais e sintéticas a bicamada pode ser considerada composta por
dois folhetos independentes e desprovidos de interacgao [2].

A parte da molécula fosfolipidica onde 0 movimento € mais restrito corresponde
ao grupo glicerol. Os grupos metilo mais préximos do grupo polar também apresentam
um elevado grau de rigidez, até a proximidade do carbono 9, e a medida que se vai
percorrendo a cadeia a liberdade destes grupos vai aumentando [2]. Deste modo, a
microviscosidade do meio vai diminuindo a medida que se progride para uma zona
mais interna da bicamada [8], bem como a constante dieléctrica do meio, que diminui
de cerca de 80 em solugéo aguosa para cerca de 30 perto dos grupos polares e 2,5 no

interior das cadeias hidrocarbonadas, valores semelhantes aos encontrados nas
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membranas biolagicas [10]. No limite da membrana onde o compartimento lipidico se
inter-relaciona com a fase aquosa, os limitados movimentos de rotacdo e a liberdade
dos de translacdo, manifestam-se no alinhamento uniforme dos lipidos, com todas as
moléculas adoptando uma mesma conformagéo e distancia relativamente as outras
[2].

O numero de moléculas de agua que hidratam os grupos polares dos
fosfolipidos, assim como a forga da interacgéo entre a agua e os lipidos, influenciam
fortemente a formacéo e as propriedades dos lipossomas. Tipicamente, uma molecula
de fosfatidilcolina esta associada a 23 moléculas de agua. Destas, 11 moléculas estéo
situadas no interior da bicamada e 12 moléculas hidratam o grupo polar e podem,
ainda, ser distribuidas por cinco classes de acordo com as interac¢ées aguallipido:
livres, fracamente ligadas, aprisionadas, ocupando a camada de hidratagdo principal
ou ocupando a camada de hidratacéo interna (Figura 1.6). Estas ultimas estdo téo

firmemente ligadas que ndo congelam, mesmo a temperaturas inferiores a zero (8].

Folheto interno Folheto externo

Interface dos folhetos interno e externo
Camadas de hidratagéo

Figura 1.6: Representagdo esquematica das camadas de hidratagdo numa vesicula lipidica
(adaptado de [8]).

O elevado grau de curvatura encontrado nas vesiculas esféricas implica que a
superficie externa seja maior que a superficie interna. Por exemplo, em lipossomas de
fosfatidilcolina da gema de ovo, o folheto externo da bicamada apresenta uma
espessura igual a 21 A e o interno igual a 16 A, sendo a espessura da bicamada

anidra igual a 37 A. Cada molécula de EPC apresenta um volume igual a 1253 Alea

area ocupada pelo seu grupo polar no folheto externo é de 74 A? e no interno ¢ igual a
61 A2 [8].
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Embora a estrutura da bicamada seja estavel, as moléculas de fosfolipido tém
liberdade no interior da membrana, estando as cadeias hidrocarbonadas em constante
movimento devido a rotacdo sobre as ligagbes C-C. De facto, os lipossomas sao
entidades dinamicas. Contudo, mesmo na fase cristal-liquido a uma temperatura
elevada, as cadeias hidrocarbonadas estdo longe de apresentarem a liberdade de
movimentos que é observada, por exemplo, quando essas mesmas moléculas se
encontram dissolvidas em solugdo organica [2]. Os movimentos moleculares das
moléculas lipidicas sao variados e podem ser movimentos de rotagdo em torno do seu
eixo, movimentagdo segmentar das caudas, movimentos de “flip-flop” (em que ha troca
de moléculas entre os dois folhetos), difusdo lateral e trocas intervesiculares de
fosfolipidos (Figura 1.7) [8].

Figura 1.7: Representacdo esquematica dos movimentos dos fosfolipidos na membrana: a)
movimento de rotacdo; b) movimentacdo segmentar; ¢) movimento de “flip-flop”; d) difusdo
lateral; e e) troca intervesicular.

Uma outra caracteristica importante e inerente a estrutura membranar € a sua
permeabilidade, a qual é extremamente dependente da dindmica e da fase
termodinadmica das membranas [1]. O grau de difusdo de moléculas e ides através da
bicamada varia consideravelmente. As bicamadas sdo permeaveis a moléculas
suficientemente hidrofébicas, capazes de entrar e permanecer na regido apolar, mas
podem constituir uma barreira para moléculas mais hidrofilicas. Assim, compostos que
sejam mais hidrofilicos podem passar a membrana, mas de uma forma mais lenta ou,
entdo, através de canais caracteristicos existentes na membrana. A agua e os ides,
como os ides calcio, potassio, sédio e cloro, por exemplo, passam a membrana

através de canais (proteinas; as proteinas que controlam o fluxo de agua denominam-
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se de aquoporinas), os quais controlam a entrada e saida da célula desses
compostos.

A estrutura membranar parece ser importante ndo s6 para as caracteristicas de
permeabilidade e interacgdo de moléculas exdégenas, como também para a acgéo de
moléculas endégenas acopladas a membrana (como proteinas, receptores e canais) e
nos mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos farmacologicos exibidos por uma

variedade de farmacos, sendo uma questao fundamental em farmacologia molecular.

1.1.2. Classificagao dos lipossomas

Durante muito tempo, a classificacdo estrutural dos varios tipos de lipossomas
esteve rodeada de uma grande falta de uniformizagdo e coeréncia, o que originou
alguma confusdo na literatura desta area. Devido, em parte, a falta de uma correcta
caracterizagdo das diversas estruturas, o tipo de lipossoma era indicado pelo seu
processo de preparagdo (por exemplo, sonificagdo, congelacéo e descongelagao,
evaporacéo em fase reversa, extruséo), pelo nome do investigador que caracterizou
pela primeira vez o seu processo de preparagdo (por exemplo, “Banghamossomas”,
“Huangomossomas”) ou simplesmente omitido [3].

A partir do inicio da década de 80, foi definitivamente adoptada uma
nomenclatura para os lipossomas baseada no seu numero de bicamadas lipidicas
(lamelas) e tamanho. Assim, sem qualquer processamento adicional, a disperséo de
fosfolipidos em agua origina uma populagdo polidispersa denominada vesiculas
multilamelares (MLVs - "multilamellar vesicles"), cujos tamanhos estdo, geralimente,
compreendidos entre 0,4 e 3,5 ym de didmetro. Cada vesicula consiste em varias
bicamadas lipidicas (a volta de cinco ou mais) dispostas concentricamente, entre as
quais se dispde uma fracgdo do meio aquoso interno. Os MLVs foram os usados nos
primeiros estudos e sdo, entdo, os de preparagdo mais imediata. Os lipossomas
formados por uma Unica bicamada sdo denominados vesiculas unilamelares grandes
(LUVs - "large unilamellar vesicles") se o seu tamanho for superior a 50 nm segundo
alguns autores [5] e a 100 nm segundo outros [3]. As vesiculas unilamelares pequenas
(SUVs - "small unilamellar vesicles") sdo caracterizadas por didametros aproximados de
25 a 50 nm e as vesiculas unilamelares de tamanho intermédio (IlUVs - "intermediate-
sized unilamellar vesicles") por tamanhos intermédios [2]. Para além destas vesiculas

unilamelares, devem-se ainda considerar as vesiculas unilamelares gigantes (GUVs -
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“giant unilamellar vesicles”), com dimensdes superiores a 1 um, podendo chegar as
dezenas de um, tamanho comparavel ao de uma célula eucariota (entre 10 a 100 ym
de diametro [11]). Existem ainda outros tipos de lipossomas, nomeadamente os
lipossomas multivesiculares (MVLs - “multivesicular vesicles”) e as vesiculas
oligolamelares (OLVs - “oligolamellar vesicles”), que, a semelhangca das vesiculas
unilamelares, podem ser subdivididas em pequenas, grandes e gigantes (SOV, LOV e

GOV) [1]. Na Figura 1.8 estéo representados os varios tipos de lipossomas descritos.

‘ LUV O% o
% 0,0
o O

SUvV
LOV S oV

Figura 1.8. Representagio esquematica dos varios tipos de lipossomas classificados de acordo
com o tamanho e nimero de bicamadas lipidicas. Cada linha representada uma bicamada
lipidica.

Para além do tamanho e numero de lamelas, um outro factor essencial para a
caracterizacdo de um lipossoma prende-se com a constituicdo das bicamadas
lipidicas. A composigao fosfolipidica, a presenca de esterdis, a proporgado destes
componentes e a insergdo de outras moléculas nas bicamadas, como proteinas, vio
condicionar varios parametros da membrana e do proprio lipossoma, nomeadamente a
sua carga, estabilidade, curvatura da(s) bicamada(s), fase da membrana e formagéo

de dominios lipidicos [3].

1.1.3. Selecgao e preparagao dos lipossomas

As moléculas lipidicas em solugdo aquosa tendem a agregar-se

espontaneamente, formando varias estruturas de forma a minimizar a energia livre do
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sistema ou fungdo de Gibbs (AG). Assim, as moléculas anfipaticas organizam-se em
agregados para proteger as cadeias hidrofébicas da exposi¢do a agua. Por cada grupo
-CH,- e -CHj transferido da agua para a fase apolar, ocorre uma libertagao de energia
aproximadamente igual a 700 e 2100 cal.mol”, respectivamente. Adicionalmente, a
energia livre do sistema é diminuida pelas forcas de atracgao (hidrofébicas e de Van
der Waals) entre as cadeias hidrocarbonadas. Simultaneamente, a hidratagdo dos
grupos polares também reduz consideravelmente a AG, sendo esta contribuicdo ainda
maior se os grupos polares fosfolipidicos forem carregados [1].

As forgas intra-membranares consistem em forgas hidrofobicas, de Van der
Waals, de hidratagéo e electrostaticas entre as cadeias hidrocarbonadas, sendo as
duas primeiras forcas de atracgdo e as duas ultimas for¢as de repulsdo. Estas forcas
intra-membranares sdo as responsaveis pela organiza¢cdo das moléculas anfipaticas
em estruturas vesiculares [1]. As mesmas forgas que sao responsaveis pela formagao
de agregados ditam, também, as interac¢des entre os agregados.

A variacéo consideravel da fungao de Gibbs quando uma molécula anfifilica
passa de um meio aquoso para um meio hidrofébico explica a tendéncia dos lipidos
para se organizarem na forma de bicamada, de modo a excluir a agua do ambiente
formado pelas cadeias hidrocarbonadas. A concentracdo de mondémeros na solugdo
aquosa & extremamente baixa, por exemplo, para a DPPC é aproximadamente igual a
2 x 10" M, sendo essa concentragdo cada vez menor a medida que aumenta o
comprimento da cadeia hidrocarbonada [5]. Assim, na solugdo aquosa os fosfolipidos
orientam-se maximizando a superficie de exposi¢do dos seus grupos polares ao meio
aquoso e com as cadeias hidrocarbonadas agrupadas umas ao lado das outras,
evitando a existéncia de interfaces entre as suas partes hidréfobas e a agua. A
hidratacao do filme lipidico origina a formagéao de bicamadas lipidicas, organizadas em
estruturas tubulares que se alongam, podendo atingir cerca de 100 pm de
comprimento, como esquematizado na Figura 1.9. Durante esta fase, as bicamadas
estabilizam a uma distancia de equilibrio resultante do compromisso entre as forgas
repulsivas e atractivas. A agitagdo do sistema provoca o destacamento das estruturas
tubulares, que imediatamente se fecham e originam lipossomas [1].

As vesiculas formadas ndo sdo necessariamente esféricas, apresentando por
vezes formas ovais ou cilindricas, devido ao mecanismo da sua formagdo. Ao longo do
tempo, estas estruturas vao sendo progressivamente transformadas em estruturas
esféricas, em que a energia de curvatura € minima e o volume aprisionado maximo.

Isto acontece, provavelmente, devido a um movimento de "flip-flop" direccional das
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moléculas fosfolipidicas, uma vez que o numero inicial no folheto externo devera ser
superior ao do folheto interno. Os lipossomas também podem romper subitamente,

originando vesiculas filhas, e fechando-se posteriormente numa forma mais estavel

[].

~% a4 B * a5b " a6 b

Figura 1.9: Representagio esquematica da formagdo de MLVs pela hidratag&o do filme lipidico.
As linhas representam bicamadas fosfolipidicas. Na parte direita (b) € possivel observar um
aumento de tamanho pela jungdo de bicamadas adjacentes. As setas em 2a e 3b mostram a
direccao preferencial de migragéo das moléculas lipidicas. (Adaptado de [1]).

Diversos parametros influenciam o processo de formagdo dos lipossomas,
como a relagdo lipido/agua, a temperatura, a agitagdo do sistema, a composicéo
lipidica, o pH, a forga idnica e a osmolaridade da fase aquosa [1].

A ampla utilizacdo de lipossomas para os mais diversos fins criou a
necessidade de desenvolver métodos preparativos eficientes, reprodutiveis e com a
maior simplicidade possivel. Os métodos de preparagédo de lipossomas, actualmente
disponiveis, sdo diversos e podem apresentar numerosas variantes. Visa-se,
fundamentalmente, incrementar a encapsulagdo dos principios activos nos
lipossomas, conferir uniformidade as vesiculas quanto as suas caracteristicas e
optimiza-las no que respeita a sua utilizagdo na terapéutica. Alem disso, procura-se
que os métodos de preparagéo possibilitem a obtengéo de lipossomas a uma escala
industrial.

O tipo de lipossoma é, essencialmente, condicionado pelo seu método de

preparacgdo. Assim, visto a composi¢cdo quimica, numero de bicamadas lipidicas,
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distribuicdo de tamanhos e o volume encapsulado influenciarem, consideravelmente,
qualquer aplicagdo dos lipossomas, o seu método de preparagéo devera ser sempre
escolhido criteriosamente. De facto, de acordo com os objectivos do estudo, deve ser
seleccionado o tipo de lipossoma, normalmente MLVs, LUVs ou SUVs, que serdo
usados na investigacdo. Por exemplo, no estudo das propriedades estruturais,
dindmicas e termodinamicas das membranas, nas quais a sensibilidade pode ser
frequentemente um problema, normalmente prefere-se os MLVs, devido a sua maior
concentracao lipidica, enquanto nos estudos de permeabilidade da membrana e das
funcbes das proteinas, as estruturas preferidas séo as unilamelares, especialmente os
LUVs. Os SUVs, devido a elevada curvatura que apresentam, possuem anormalidades
no empacotamento dos lipidos que os tornam muito susceptiveis a degradagéo na
presenga de moléculas bioldgicas [12]. Adicionalmente, os LUVs apresentam uma
fraccdo de volume encapsulado muito maior do que o dos SUVs, para uma mesma
concentracao lipidica. Com efeito, o volume retido aquando da formagéo das vesiculas
aumenta aproximadamente com o raio ao cubo, ou exactamente com (r - 3)°, onde & &
a espessura da membrana. Nas aplicagbes como veiculos, as estruturas
multilamelares sdo normalmente preferidas no caso de moléculas hidrofébicas a
serem encapsuladas, enquanto que para as hidrofilicas os LUVs sdo os mais
adequados, pois apresentam uma grande relagao volume/superficie. Por outro lado, os
MLVs fornecem uma libertacdo do farmaco mais sustentada que os LUVs, pois as
suas membranas vao sendo degradadas gradualmente no local de acgédo. Se pelo
contrario, for desejavel uma transferéncia rapida dos farmacos que transportam, os
LUVs serao os mais indicados [13]. Certas aplicagdes requerem tamanhos menores e
os SUVs s&o obviamente a escolha preferida, por exemplo, em estudos de superficie,
pois apresentam uma grande relagdo superficie/volume, enquanto as vesiculas
unilamelares gigantes sao demasiado frageis para a maioria das aplicagdes. Contudo,
estas vesiculas sdo muito Uteis para os estudos de caracteristicas basicas, como a
elasticidade, permeabilidade e a resisténcia a traccao, de bicamadas especificas, em
estudos nos quais a microscopia optica seja o principal método utilizado. Em adigao ao
tamanho e numero de bicamadas lipidicas, a composicado lipidica € também muito
importante, pois dita as propriedades mecanicas e de superficie das vesiculas e, deste
modo, a estabilidade fisica e quimica e as caracteristicas de interacgéo in vitro e in
vivo. Frequentemente, a composicéo lipidica ou a sensibilidade do material a ser
encapsulado dita o procedimento de preparacdo ou, pelo menos, exclui aqueles que

poderiam danificar os constituintes.
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Adicionalmente, o mesmo tipo de lipossomas preparado por diferentes métodos
pode ter, devido as diferengas nos procedimentos de preparagdo, diferentes
propriedades, como por exemplo, a capacidade de encapsulacéo, a permeabilidade da
bicamada ou a estabilidade.

O processo classico de preparagao de lipossomas, iniciado por Alec Bangham
em 1965, denomina-se método de hidratagao do filme lipidico [1]. Neste método, uma
fina e homogénea camada lipidica é depositada nas paredes de um baléo de vidro por
evaporacdo a secura, em vacuo ou sob corrente de gas inerte, de uma solugéo do
lipido num solvente ou mistura de solventes organicos, os quais sejam,
simultaneamente, eficientes na dissolucdo da concentracdo de lipido pretendida e
suficientemente volateis, como por exemplo, cloroférmio e cloroférmio-metanol. O filme
lipidico preparado é posteriormente hidratado com uma solugdo aquosa. A agitacéo da
mistura conduz a formagéo espontanea de uma populacao de vesiculas lipossoémicas
heterogénea no que respeita ao tamanho e numero de bicamadas lipidicas. Os
lipossomas assim preparados sdo denominados de lipossomas multilamelares. A

Figura 1.10 apresenta os principais passos deste método.

1 2 3

Figura 1.10: Representagdo esquematica da preparagdo de MLVs e LUVs: 1) formagao do
filme lipidico nas paredes do baldo, por evaporagdo a secura do solvente organico; 2) adi¢éo
de uma solugdo aquosa ao filme lipidico; 3) agitagéo e obtencdo dos MLVs; 4) processamento
dos MLVs por extrusdo ou sonicagao levando a formagéo de LUVSs.

Este processo de preparagdo pode sofrer algumas variagdes, nomeadamente
quanto ao solvente organico utilizado, a possivel adi¢cdo de contas de vidro, a forma de
secagem do lipido e aos parametros de agitagdo, como o tempo, a intensidade, o
modo e a temperatura de agitacdo [1]. Contudo, conduzem sempre a formacao de
vesiculas multilamelares muito heterogéneas no que respeita ao tamanho, forma e

numero de bicamadas lipidicas, com uma pequena percentagem de LUVs e SUVs.
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Quando se pretende obter vesiculas homogéneas e de tamanho bem definido,
torna-se necessario submeter os MLVs a processamentos adicionais. Estes
processamentos conduzem a obtengdo de lipossomas unilamelares, e incluem
métodos mecanicos, quimicos ou electrostaticos. Os métodos electrostaticos incluem
alteragédo dos contra-ides, pH ou for¢a idnica e como exemplos de métodos quimicos
podem ser referidos as técnicas que envolvem a deplecéo do detergente e a remogéao
do co-solubilizador. Contudo, os mais frequentemente usados sdo os métodos
mecanicos e destes os mais difundidos sdo a sonicagao e a extrusdo, embora existam
outros como a microfluidizagdo/homogeneizagao ou a prensa francesa [1].

A sonicagéo foi o primeiro tipo de tratamento dado as suspensdes lipidicas,
sendo, ainda, o mais usado na preparagao de lipossomas de reduzidas dimensdes e
caracteriza-se por transferir uma elevada quantidade de energia para a suspenséo
lipidica [2]. Este método pode ser efectuado através da utilizagdo de uma ponta de
titanio ou em banho de agua. A ponta de titdnio € empregue em suspensdes que
necessitem de uma maior energia num pequeno volume, por exemplo, suspensdes
muito concentradas ou com uma fase aquosa viscosa, enquanto o banho de agua para
a sonicagdo € mais adequado para suspensdes pouco concentradas e em grande
volume [5]. No entanto, como no banho de agua ocorre dispersdo de energia por uma
area maior, ndo é possivel a obtengdo de vesiculas tdo pequenas como as obtidas
com a ponta de titdnio [2]. O processo de sonicagdo pode ser prejudicial,
principalmente quando se usa a ponta de titanio, a muitos compostos, como os lipidos.
Assim, a utilizagdo do banho de agua tem a vantagem de néo ser tdo agressivo, mas
requer um tempo mais prolongado de sonicagao [5].

A extrusdo baseia-se na passagem forgcada dos MLVs através de filtros de
diametro de poro bem definido, sob elevadas pressbes (aproximadamente 100 atm) de
um gas inerte, a uma temperatura superior a temperatura de transigdo de fase do ou
dos lipidos constituintes da suspensdo. Os filtros usados neste processo séo
membranas de policarbonato ou de celulose com diametros de poro entre os 30 nm e
varios um. A repeticao da extrusao tende a diminuir o numero de bicamadas lipidicas e
apos aproximadamente 10 extrusées, os lipossomas apresentam-se
predominantemente homogéneos e unilamelares. O seu didmetro final vai depender
do tamanho do poro utilizado e das caracteristicas do préprio lipido, mas, em geral,
nao se conseguem didmetros inferiores a 50 ou 60 nm [1].

Para a preparagao de vesiculas, sdo também bastante utilizados métodos que

nao implicam a formagéo de um filme lipidico, nomeadamente o de injec¢édo de etanol,
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o de injecgdo de éter e o de evaporagdo em fase reversa. No método de injec¢éo de
etanol, uma solugdo de lipido em etanol é injectada rapidamente numa solugdo
aquosa, através de uma agulha fina. A forga da injeccéo é usualmente suficiente para
permitir uma mistura eficiente e, deste modo, o etanol é diluido quase
instantaneamente na solugdo aquosa e as moléculas fosfolipidicas sdo dispersas
uniformemente por todo o meio. Este procedimento origina uma propor¢éo elevada de
SUVs com didmetro aproximadamente igual a 25 nm [5]. No método de injec¢éo de
éter, ao contrario do anterior, injecta-se uma solugéo organica imiscivel numa solugdo
aquosa. A solugdo organica é também injectada através de uma agulha com um
pequeno didmetro interno, mas a uma temperatura que promova a evaporagao do
solvente organico durante o processo. A lenta evaporagdo do solvente origina um
gradiente éter:agua que se estende ao longo de ambos os lados da interface da
monocamada lipidica, resultando na formagéo final de uma bicamada lipidica que se
dobra sobre si mesmo para formar uma vesicula fechada [5]. As vantagens dos dois
métodos de injeccédo referidos prendem-se com a simplicidade e a auséncia de
processamentos fisicos, sendo a principal desvantagem a remanescéncia de vestigios
de solvente organico na fase aquosa, que terdo de ser removidos por dialise ou
filtracdo em gel [1].

No método de evaporagédo em fase reversa, a fase aquosa € emulsionada na
presenca de fosfolipidos dissolvidos num solvente volatil e imiscivel com a agua. A
evaporacdo do solvente, sob vacuo moderado (aproximadamente 450 mmHg),
interrompida por agitagcbes fortes para quebrar as estruturas gelificadas, produz
lipossomas fundamentalmente do tipo LUV. Este método apresenta como vantagem
uma elevada eficacia de encapsulagdo, a qual, frequentemente, compensa a utilizagéo
de outros procedimentos de preparagao.

Ha ainda métodos que usam ja vesiculas pré-formadas, principalmente SUVs
para formar LUVs, pequenos MLVs, GUVs e especialmente lipossomas com elevada
eficiéncia de encapsulagdo de moléculas hidrossoluveis. Estes métodos baseiam-se
basicamente na fusdo, na congelagdo/descongelacdo ou na desidratacdo/re-
hidratacdo dos lipossomas. A fusdo pode ser induzida em alguns sistemas pela
diminuicdo da temperatura, preparando as amostras a uma temperatura inferior a
temperatura de transigdo gel-solido/cristal-liquido ou pela adigdo de agentes que
promovam a fusdo, como detergentes, alguns catides, polimeros e macromoléculas.

Por exemplo, SUVs de DPPC podem apresentar um aumento de tamanho de

aproximadamente 22 a 70 nm a 20°C abaixo da temperatura de transicéo gel-
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solido/cristal-liquido ou de 95 nm a aproximadamente 40°C abaixo desse mesmo valor
de temperatura [1]. Este método, contudo, ndo origina bons resultados na presencga de
lipidos com carga e colesterol [1].

O método que se baseia na execugao de ciclos de congelagido/descongelagéo
foi originalmente desenvolvido para a preparacdo de proteolipossomas, ou seja,
lipossomas com proteinas membranares nas suas bicamadas. Pode, no entanto,
também ser usado para produzir, por exemplo, uma populagdo de MLVs, LUVs ou
SUVs de maiores dimensdes a partir da rapida congelagado e descongelagéo de SUVs,
possivelmente na presen¢a de substancias a serem encapsuladas ou reconstituidas.
Esta técnica permite aumentar a eficacia de encapsulagao de farmacos e melhorar as
caracteristicas fisicas da membrana lipidica. De facto, da execugdo dos ciclos de
congelacao/descongelacdo resulta uma alteracdo dramatica na morfologia dos
lipossomas. As vesiculas, que apresentam inicialmente uma estrutura compacta
constituida por membranas concéntricas, passam a apresentar, apds cinco ciclos de
congelagdo/descongelagdo, uma nova estrutura com espagos interlamelares
aumentados e sistemas lamelares fechados que podem estar intercalados entre as
membranas fosfolipidicas. Esta alteragdo permite o aumento do volume de solugéo
retido no interior da vesicula, bem como o aumento da eficacia de encapsulagao e
uma maior homogeneidade relativamente a distribuicao de solutos [14].

A técnica de desidratagdo/re-hidratacdo envolve a liofilizagdo de lipossomas
unilamelares ou multilameralares, por exemplo, dispersos num meio aquoso que
contem o farmaco a incorporar. Em seguida, re-hidrata-se controladamente, obtendo-

se MLVs com elevadas eficacias de incorporagao [1].

1.1.4. Estabilidade dos lipossomas

Com o decorrer do tempo, os lipossomas podem sofrer diversos tipos de
alteragcdes, nomeadamente fisicas, quimicas e biolégicas. Contudo, se preparados e
armazenados sob condi¢cdes bem especificas, a ocorréncia destas alteragées pode ser
minimizada. Os métodos ideaveis para obviar os problemas da instabilidade dos
lipossomas podem ser divididos em duas classes: 0s que minimizam 0s processos
degenerativos que podem ocorrer e os que ajudam os lipossomas a fazer face a esses

processos [2].
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Fisicamente, e dependendo da sua constituicdo, bem como do meio
envolvente, os lipossomas podem sofrer agregacdo, fusdo, deposi¢éo, ruptura
membranar e, no caso de encapsularem solutos, perda do seu conteudo [1, 2]. A
ruptura e fuso das vesiculas podem ocorrer como um resultado de imperfeicbes na
membrana introduzidas durante a sua manufactura. Estas irregularidades podem ser
dissipadas pela incubagdo dos lipossomas a uma temperatura mais elevada que a
temperatura de transicio de fase, para permitir que as diferencas na densidade de
empacotamento entre o folheto interno e externo de uma mesma bicamada possam
ser equilibrados por movimentos de “flip-flop” transmembranares [2]. Contudo, mesmo
apdés a execugdo deste processo, a agregacdo, a fus@o e outros processos
degenerativos fisicos, podem ocorrer numa extensao significativa se os lipossomas
forem armazenados durante longos periodos de tempo [2]. A agregagéo e
sedimentacdo de lipossomas neutros, provocadas essencialmente pelas interacgbes
de Van der Waals e mais pronunciadas nas vesiculas com maiores dimensées,
constituem um fendémeno natural e inevitavel. No entanto, um método simples para
reduzir este processo consiste na inclusdo de uma quantidade reduzida de fosfolipidos
carregados negativamente (por exemplo, 10% de acido fosfatidico ou fosfatidilglicerol)
na constituicdo lipidica. As vesiculas unilamelares de tamanho reduzido (didmetro
inferior a 40 nm) fundem-se com facilidade, de forma a obviar a tensdo da curvatura
pronunciada apresentada pelas suas membranas. Uma vez que este fenomeno pode
ocorrer especialmente a temperatura de transigao de fase, é aconselhavel armazenar
as suspensdes dos lipossomas a uma temperatura diferente dessa. Adicionalmente,
pode ser vantajoso incluir uma percentagem suficiente de colesterol na membrana
para reduzir ou eliminar a transi¢do de fase, particularmente se esta ocorrer num
intervalo de temperatura préximo da que os lipossomas sdo armazenados ou
manuseados. Quanto aos lipossomas carregados negativamente, € necessario um
cuidado adicional no que respeita a presenga de ides metalicos, recorrendo-se com
frequéncia a introdugdo de um agente quelante ao meio de suspenséao [2].

A verificacdo da estabilidade fisica das formulagbes lipossémicas pode
efectuar-se através da avaliacéo do diametro médio das vesiculas ao longo do tempo,
utilizando para tal a espectroscopia de correlagao fotonica.

Quimicamente, os fosfolipidos podem sofrer hidrélise e oxidagdo, os quais
constituem os dois processos de degradagdo mais comuns. Normalmente, os
lipossomas n&o contém grupos redutiveis e, deste modo, apresentam uma grande

estabilidade relativamente a reducdo, sendo, geralmente, a parte polar dos fosfolipidos
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muito mais estavel que as cadeias hidrocarbonadas. A oxida¢édo dos fosfolipidos, nas
suas cadeias hidrocarbonadas insaturadas, ocorre na auséncia de oxidantes
especificos por um mecanismo de radicais livres. A reac¢do em cadeia de oxidagao,
inicia-se pela remogdo de um atomo de hidrogénio da cadeia hidrocarbonada, que
pode ocorrer na presenca de vestigios de metais de transigcdo, por sonicagéo ou por
exposicéo a radiacio electromagnética. Embora qualquer lipido possa formar radicais
por este mecanismo, os mais susceptiveis & degradacdo sdo os lipidos contendo
ligagbes duplas, uma vez que a insaturagdo permite a deslocalizagéo do electréo
desemparelhado ao longo da cadeia lipidica e diminui a energia deste estado (e por
isso aumenta a probabilidade destes serem formados). Os lipidos polinsaturados sao
assim especialmente susceptiveis a degradagao oxidativa [2].

Na presenca de oxigénio, o processo pode desenvolver-se pela formagéo de
hidroperéxidos, os quais se podem decompor espontaneamente e formar aldeidos. Em
cadeias hidrocarbonadas contendo mudltiplas insaturagbes, processos adicionais
podem ocorrer, tais como a formagdo de endoperdxidos e novo arranjo das duplas
ligagbes na molécula. Os fosfolipidos naturais contém apenas duplas ligagées nao
conjugadas (ou seja, ndo adjacentes) e a remogéo de um atomo de hidrogénio de um
grupo metileno entre duas ligagbes duplas estende a insaturacdo sobre cinco
carbonos, resultando na formacgdo de um dieno conjugado que é energeticamente
mais favoravel do que as duas duplas ligacbes isoladas. O radical intermediario é
estabilizado quer pela adigdo de oxigénio, quer pela remogdo de um atomo de
hidrogénio de uma cadeia hidrocarbonada préxima, a qual, uma vez oxidada, pode
recomecar um novo processo de oxidacdo. Em lipidos com um elevado numero de
insaturacéo, este processo pode ter lugar varias vezes numa mesma molécula, dando
origem a conjugacéo de trés ou mais liga¢des duplas (trienos conjugados) [2].

A avaliacdo da degradacéo por fenémenos de oxidacdo pode ser efectuada
pela determinagéo dos seus produtos finais, nomeadamente peroxidos, aldeidos e
ligagdes duplas ou triplas conjugadas, os quais podem ser facilmente detectados por
espectrofotometria de ultravioleta/visivel (UV/Vis) ou mesmo pelo seu cheiro [1]. Os
dienos conjugados, por exemplo, podem ser facilmente detectados por
espectrofotometria de UV/Vis, uma vez que eles apresentam um pico de absorvancia
a 230 nm, enquanto que na auséncia de ligacbes conjugadas, os fosfolipidos
absorvem a comprimentos de onda na ordem dos 200 a 205 nm. Uma degradagéo
mais acentuada dos fosfolipidos pode ainda ser assinalada pelo aparecimento de um

terceiro pico a 270 nm, devido a formagéao de trienos conjugados [2].
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O nivel de oxidagdo dos lipossomas pode ser consideravelmente diminuido se
se tiver em conta as seguintes precaugdes: a) os lipossomas devem ser preparados a
partir de fosfolipidos ndo armazenados durante longos periodos de tempo; b) evitar
procedimentos que envolvam temperaturas elevadas; c¢) conduzir os processos de
manufactura na auséncia de oxigénio; d) desoxigenar as solugbes aquosas com um
gas inerte; €) armazenar as suspensdes de lipossomas numa atmosfera inerte e no
escuro; e f) incluir antioxidantes (por exemplo, vitamina E) como componentes das
membranas lipidicas. Pode ainda haver necessidade de acrescentar a formulagdo um
agente quelante de metais (como o ferro), para prevenir a iniciagdo da reacgdo em
cadeia. Uma abordagem alternativa ao problema da oxidagcéo consiste na reducédo da
percentagem de lipidos oxidaveis na membrana, pelo uso de fosfolipidos saturados
em vez de insaturados [2], podendo a fluidez e a permeabilidade serem controladas
pelo uso, por exemplo, de pequenas cadeias ndo polares, de uma pequena
percentagem de colesterol ou de moléculas anfipaticas com apenas uma cadeia
hidrocarbonada [1].

A hidrélise dos fosfolipidos, ao nivel das ligacdes éster, origina lisofosfolipidos
e acidos gordos livres. Este processo quimico degenerativo é fortemente afectado pela
temperatura e pelo pH do meio, verificando-se que ocorre em menor extensdo a
baixas temperaturas e para valores de pH proximos da neutralidade [2]. Numa fase
inicial, a hidrolise nao afecta a estrutura dos lipossomas, mas altera significativamente
outras propriedades, especialmente a permeabilidade da membrana. Contudo, numa
fase mais avangada, a integridade dos lipossomas é desestabilizada, uma vez que os
acidos gordos livres e os lisofosfolipidos podem actuar como detergentes e, assim,
iniciar a dissolucdo da membrana que finaliza com a sua desagregacéo.
Adicionalmente, os produtos resultantes das reac¢bes de hidrolise apresentam maior
solubilidade em agua do que os fosfolipidos seus precursores, promovendo uma
aceleragao dos processos de degradacao posteriores, visto diminuirem o pH do meio.

Seleccionando cuidadosamente o valor de temperatura, de pH e diminuindo o
tempo de processamento, faz com que a hidrélise ocorra numa extensao nao
significativa. No entanto, esta lenta progressdo pode condicionar a longo prazo a
estabilidade das suspensdes dos lipossomas, e, deste modo, recomenda-se que as
amostras que necessitem de ser armazenadas por longos periodos de tempo sejam
liofilizadas ou pelo menos congeladas [1]. Um método que evita totalmente as

reacgbes de hidrdlise consiste no uso de lipidos que contém ligagdes éter em vez de

éster, como os que sdo encontrados nas membranas de bactérias halofilicas [2]. A
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hidrélise in vivo como resultado da acgdo enzimatica pode ser prevenida, por exemplo,
pelo uso da esfingomielina [2].

Biologicamente, € necessario ter em consideragdo que as formulagbes
lipossémicas sdo geralmente emulsbes, cuja fase continua corresponde a fase
aquosa, facilmente sujeita a contaminagao microbiolégica. Os lipossomas ndo podem
ser esterilizados por exposi¢do a altas temperaturas e também séo susceptiveis a
diversos tipos de radiagdo, assim como a agentes quimicos esterilizantes, e, deste
modo, o Unico método possivel para esterilizar apés manuseamento é a filtragéo.
Evidentemente, este procedimento apenas é aplicavel a lipossomas de tamanho
suficientemente pequeno que permita facilmente a passagem através de uma
membrana com poros de 0,22 uM de diametro [2]. Assim, este processo n&o pode ser
aplicado a lipossomas de maiores dimensdes, tendo, entdo, a sua manipulagéo sob
condicdes assépticas uma maior importancia. Adicionalmente, a solugéo organica
inicial lipidica deve passar através de uma membrana filtrante de celulose regenerada
(diametro de poro igual a 0,45 pM) e fibra de vidro antes de se proceder a evaporagéao
do ou dos solventes organicos, para remover, por exemplo, esporos e
microorganismos [2]. Além do referido, o armazenamento também deve ser feito a

temperaturas reduzidas.

1.1.5. Métodos de caracterizagao dos lipossomas

As caracteristicas fisicas e quimicas dos lipossomas, tais como o tamanho e
sua homogeneidade, numero de bicamadas, permeabilidade, estabilidade e eficiéncia
de encapsulagio sdo dependentes do método utilizado na sua preparagéo, pelo que é
importante proceder a sua caracterizagdo. Existem diversos métodos para a analise
dos lipossomas, os quais podem ser agrupados nas seguintes categorias:
microscépicos, espectroscopicos, de difracgéo e correlagdo fotdnica, termodinamicos,
hidrodinamicos, mecanicos, quimicos e computacionais, entre outros, também como
biolégicos, nos quais os testes in vitro e in vivo mostram a reactividade,
interactividade, seguranca ou toxicidade, e respostas biologicas a varios lipossomas e
ao conteudo que transportam [1]. Em seguida é feita uma breve descrigo de alguns
destes métodos.

Microscopicos: Os métodos microscépicos permitem a investigagéo visual

directa dos lipossomas. Contudo, deve-se ter conhecimento que ha varias
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possibilidades de se observar artefactos que podem surgir devido a preparacdo das
amostras. Quanto a microscopia optica, as técnicas usualmente mais usadas séo a
microscopia de campo brilhante e a microscopia de contraste de fase. Estas técnicas
com uma resolugdo inferior a 0,3 um, permitem o estudo de LUVs, MLVs e
especialmente de GUVs. A observagdo 6ptica directa revela informagbes sobre
tamanho, homogeneidade da amostra e o nimero de bicamadas das vesiculas [1].

A microscopia electrénica constitui indubitavelmente o método mais preciso,
uma vez que permite visualizar cada lipossoma individualmente e apresenta pericia
para anular numerosos artefactos, possibilitando, por si s6, a obtengdo de informacéo
exacta acerca do aspecto de uma populagdo lipossémica para todo o intervalo de
tamanhos [2]. No entanto, este método requer uma preparagdo complicada das
amostras, pois sdo analisadas sob vacuo e tém que apresentar condutividade eléctrica
[1]. A introdugdo da criomicroscopia permitiu a observagado directa de lipossomas na
sua forma hidratada [1].

Espectroscopicos. Praticamente todas as técnicas espectroscépicas sao
utilizadas na analise dos lipossomas. A espectrofotometria € um método simples que
permite, em muitos casos, 0 acompanhamento dos processos de encapsulacio de
diversas substancias pelas vesiculas. E também usada nas medidas de turvagdo, a
gual pode fornecer, apds elaboragdo de curvas de calibragdo, uma estimativa
qualitativa do tamanho e da concentragdo dos lipossomas, uma vez que a turbidez
esta relacionada com a dispersao de Rayieigh, isto &, a intensidade da luz dispersa &
proporcional a A* onde A é o comprimento de onda [1]. A espectroscopia de
infravermetho e a de Raman sdo usadas no estudo da estrutura e dindmica das
cadeias hidrocarbonadas [1]. As técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) e
de ressonancia paramagnética electronica (EPR) sio rotineiramente usadas na
andlise de sistemas membranares, fornecendo informagdes acerca da conformagao,
ordem das cadeias hidrocarbonadas e da zona polar da bicamada, temperatura de
transicdo de fase e constantes de difusdo no interior da membrana, bem como do
tamanho, niumero de bicamadas, permeabilidade da membrana e propor¢édo de
movimentos de “flip-flop” [1].

Métodos de difracgdo e de correlagdo foténica: Os métodos de difraccdo e
correlagdo foténica permitem a obtencdo de informagdes acerca da estrutura e
tamanho dos lipossomas. Os mais usados s3o os de espectroscopia de correlagdo

fotonica (“dynamic light scattering” ou “quasielastic laser light scattering”), os quais

fornecem dados relativos ao diametro dos lipossomas, a partir de medidas da difuséo
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destes em suspensdo. Os métodos de difracgdo de raios-X e de difrac¢éo de neutrbes
possibilitam informagdes sobre a espessura da membrana e das camadas de agua
nos MLVs [1].

Métodos termodindmicos: Os métodos termodinamicos incluem os métodos de
calorimetria. A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) é o método mais util para
estudar a energia das transi¢ées de fase [1].

Métodos hidrodinamicos: Os métodos hidrodindmicos para a caracterizagéo
das vesiculas, por exemplo, baseiam-se na determinagdo da viscosidade, na
determinacdo do potencial-zeta e na centrifugagdo [1]. O ultimo método referido
fornece dados semelhantes aos obtidos por espectroscopia de correlagdo foténica,
enquanto que o potencial-zeta informa acerca do potencial de membrana das
vesiculas [1].

Outras anédlises: A determinacdo qualitativa de contaminagdo, como por
diferentes lipidos, pode ser obtida por cromatografia, como por exemplo, HPLC [1].

Uma outra analise requerida frequentemente inclui a determinagdo da

permeabilidade da membrana, o volume encapsulado e a eficiéncia de encapsulagéo.
A permeabilidade da membrana pode ser determinada, por exemplo, pela actividade
enzimatica e pela determinagcdo da concentracdo por métodos analiticos ou
electroquimicos classicos. Muitos destes métodos requerem a separagdo dos
lipossomas das moléculas ndo encapsuladas, o que pode ser realizado através de
cromatografia em coluna [1].
| A eficiéncia de encapsulagio pode ser determinada por métodos idénticos. Se
a substancia a determinar se encontrar encapsulada néo é possivel a determinagéo da
sua concentracdo por métodos espectroscopicos, fluorescentes ou electroquimicos.
Em consequéncia da lise dos lipossomas com uma pequena quantidade de
detergente, como o Triton X-100, todas as moléculas s&o libertadas e a eficiéncia de
encapsulacdo corresponde simplesmente a razado de duas leituras [1]. Alem disso, a
dialise, centrifugacdo, cromatografia em gel ou simples filtragdo s@o as mais
frequentemente usadas.

As interacgdes dos lipossomas com o meio biolégico sdo caracterizadas e
acompanhadas por varios ensaios in vitro e in vivo. A farmacocinética e biodistribuicao
sd0, normalmente, estudadas através da marcagdo dos lipossomas com diversas
substancias, hidrofilicas ou hidrofébicas, radioactivas, fluorescentes ou colorimeétricas,

as quais podem ser usadas em diferentes modelos animais [1].
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Além da caracterizacao fisico-quimica e estrutural dos lipossomas, ha também
muitos métodos para analisar as caracteristicas biolégicas dos lipossomas. A sua
estabilidade nos fluidos biolégicos pode ser verificada por ensaios de perda do
contetdo no plasma ou em outro fluido do corpo. Além de numerosos ensaios in vitro,
incluindo a interacgéo com varios tipos de células na presenca de diferentes agentes,
muitos estudos sdo realizados em diferentes modelos animais in vivo. Estes incluem,
por exemplo, o estudo da toxicidade, da dose maxima toleravel e a eficacia em relacao
a diferentes doencas. As formulagdes injectaveis também tém que ser testadas
relativamente a pirogenicidade e esterilidade [1].

Na Tabela 1.1 sdo apresentados os diferentes métodos para a caracterizagao

dos lipossomas, descritos anteriormente de uma forma sucinta.

1.1.6. Doseamento dos fosfolipidos

Os métodos frequentemente utilizados para a quantificagéo de fosfolipidos sao
métodos indirectos, nos quais se procede ao doseamento do fosfato contido nas
amostras. De facto, a determinacdo quantitativa dos fosfolipidos € dificil de realizar
directamente, uma vez que os lipidos “secos” podem conter uma consideravel
quantidade de solvente residual ou, no caso de se serem derivados de lipossomas,
outros lipidos [2].

Método de Bartlett: O método de Bartlett baseia-se na mineralizagdo acida
(acido perclérico a 70% ou acido sulfurico 5 M) do fésforo fosfolipidico a fosfato
inorganico. O fosfato & depois convertido em acido fosfomolibdico por adigédo de uma
solugdo de molibdato de amonio e, finalmente, reduzido quantitativamente a azul de
molibdénio por adicdo do reagente de Fiske & Subbarrow (acido 1-amino 2-naftil 4-
sulfénico). A intensidade da cor azul das solugdes é medida espectrofotometricamente
e a concentragéo do fésforo, e, consequentemente, a concentragéo de fosfolipido €
determinada por interpolagdo numa recta de calibragdo obtida com solugbes padrao
de fosforo. A maioria dos fosfolipidos contem exactamente um mole de fosforo por
mole de fosfolipido, de modo que a concentragdo dos fosfolipidos & obtida
directamente a partir da quantidade de fosforo presente na amostra. Contudo, a
cardiolipina constitui uma excepgéo a este principio, uma vez que contem duas moles
de fosforo por mole de fosfolipido e, deste modo, se a amostra contiver este lipido &

necessario fazer um ajuste apropriado nos calculos [2].
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Tabela 1.1: Diferentes métodos para a caracterizagéo dos lipossomas (adaptado de [1]).

Propriedade

Métodos

Tamanho e sua distribuicéo

Numero de bicamadas
lipidicas
Fase termodinamica

Estrutura

Dinamica

Eficiéncia de encapsulagdo
Permeabilidade
Propriedades mecanicas
Propriedades de superficie
Estabilidade fisica
Agregacéo

Fuséo

Estabilidade quimica
Esterilidade

Teste de pirogenecidade
Seguranga

Toxicidade
Farmacocinética
Biodistribuicao

Actividade das moléculas

encapsuladas
Eficacia dos farmacos

Microscopia electrdnica, espectroscopia de correlagéo
fotonica, cromatografia, (RMN, EPR)
Microscopia electrénica, RMN

DSC, RMN, EPR, fluorescéncia, raio-X

RMN, espectroscopia de infravermelho, espectroscopia
de Raman
RMN, EPR, fluorescéncia

Cromatografia, didlise, centrifugagao

Fluorescéncia

Microscopia éptica

RMN, potencial-zeta

Perda de conteudo no plasma, perda de conteudo em
outros fluidos biolégicos

Turbidez, microscopia electronica, microscopia optica
Fluorescéncia, cromatografia, microscopia electrénica
HPLC, cromatografia, colorimetria

Examinacao do filtrado, crescimento das colénias
Teste da temperatura do coelho

Dose maxima de tolerdncia em varias espécies

Dose letal para 50% da populagdo de varias espécies
Semi-vida de varios marcadores no sangue e tecidos
Circulagao/tempos de retengdo em ratinhos, ratos,

caes e outros modelos animais
Todos os métodos de analise quimica, fisica e

biolégica
Diferentes modelos animais e culturas celulares

Abreviaturas: RMN: ressonancia magnética nuclear; EPR: ressonancia paramagnética
electronica; HPLC: cromatografia liquida de alta pressao, DSC: calorimetria diferencial

de varrimento.
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O método de Bartlett &€ um método muito sensivel, permitindo a determinagao
de concentragdes de fosfato inferiores a 30 nmol.mL™, mas pode apresentar alguma
irreprodutibilidade. Um dos problemas prende-se com o facto de que este teste &
facilmente perturbado por contaminagdo de uma quantidade minima de fosfato
inorganico. Uma precaugédo consiste na condugédo do ensaio usando uma série de
tubos de vidro borosilicatos bem lavados e que n&o tenham sido usados com outro
objectivo. Deve-se usar sempre agua bidestilada para fazer todas as solugdes. Outra
origem de erro é a fase de digestdo, onde um excessivo borbulhar pode resultar em
dispersao ou perda do material no interior do tubo, e, adicionalmente, uma quantidade
nido especificada do solvente aquoso pode evaporar, alterando o volume final (e
concentragdes) quando a determinagdo da absorvancia final for feita. Para minimizar
os erros introduzidos por estes factores, a temperatura usada na mineralizagéo do
fosforo inorganico deve ser rigorosamente controlada, de modo a nao ultrapassar os
200°C, mas nao ser inferior a 180°C para assegurar uma digestao apropriada [2].

Todas as amostras devem ser avaliadas pelo menos em triplicado, usando trés
aliquotas retiradas individualmente de uma determinada amostra. Os lipidos,
especialmente aqueles em solugdo organica, devem ser medidos por microcapilares
de vidro calibrados.

A sensibilidade do método de Bartlett ao fosfato inorganico cria um problema
na medida dos lipossomas fosfolipidicos suspensos em tampdes fisiolégicos, os quais
usualmente contém ides fosfato. Um modo para ultrapassar este problema € o
emprego de um método mais especifico que nao seja afectado pelo fosfato inorganico
[2].

Método de Stewart: O método de Stewart baseia-se na capacidade dos
fosfolipidos formarem complexos com o tiocianoferrato de amoénio em solugbes
organicas. A utilizagdo de um factor de conversao permite a transformacéo dos valores
de absorvancia em miligramas de fosfolipido. Visto que o factor de converséao difere de
acordo com os diferentes grupos polares presentes nos fosfolipidos, este método néo
pode ser aplicado a amostras contendo misturas de fosfolipidos cujas proporg¢des séo
desconhecidas. Este método é insensivel ao fosfatidilglicerol. Contudo, uma vantagem
do método de Stewart, contrariamente ao método de Bartlett, € que a presenga de
fosfato inorganico nao interfere com o ensaio [2].

Outros métodos: Outros métodos para a determinagcdo quantitativa de
fosfolipidos incluem o método colorimétrico enzimatico, que consiste numa série de

reaccbes enzimaticas sucessivas que transformam, de um modo quantitativo, a
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fosfatidilcolina em 4-(p-benzo-quinona-monoimino)fenazona, que apresenta coloragao

violacea, cuja intensidade é proporcional a quantidade de fosfatidilcolina presente.

Existe ainda o ensaio de complexagdo da rodamina, o qual, contudo, parece ser muito

susceptivel a interferéncias. Em casos onde a determinagéo de diferentes fosfolipidos

numa mistura é requerida, pode ser adoptada uma modificacdo ao método de Bartlett,

na qual os lipidos sdo primeiramente separados por cromatografia [2].

1.1.7. Aplicagao dos lipossomas

As principais areas cientificas de aplicagdo dos lipossomas encontram-se

sumariadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Principais areas cientificas de aplicagéo dos lipossomas (adaptado de [1]).

Area cientifica

Aplicagao

Matematica
Fisica
Biofisica
Quimica-fisica
Quimica
Bioquimica
Biologia
Farmacéutica

Medicina

Topologia de superficies bidimensionais no espaco tridimensional

Comportamento de agregagao, tamanho, variagao de tamanho e
forgas mecéanicas dos materiais

Permeabilidade e transigao de fase em duas dimensdes

Comportamento coloidal de sistemas com caracteristicas fisicas
bem definidas

Catalise, compartimentacéo de reac¢des

Reconstituicao de proteinas membranares em membranas
artificiais
Modelos membranares

Estudos das fungdes celulares, mecanismo de acg¢éo dos
farmacos

Transporte e libertagao de farmacos

1.1.7.1. Lipossomas como modelos membranares

A utilizacéo de lipossomas como modelos membranares advém do facto de

poderem ser preparados a partir de constituintes naturais e de apresentarem uma
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estrutura idéntica a porgao lipidica das biomembranas, de acordo com o modelo
proposto, em 1972, por Singer e Nicholson e denominado o modelo de mosaico fluido
[2, 11]. Este modelo descreve a membrana celular, representada na Figura 1.11, como
uma bicamada lipidica incrustada de proteinas e glicoproteinas, integradas ou
periféricas, que estdo intimamente relacionadas com as fungbes especificas da
membrana [5]. O modelo de mosaico fluido para as bicamadas lipidicas tem sido
largamente aceite, tendo a sua validade sido demonstrada experimentalmente [11].
Adicionalmente, a distribuicdo dos lipidos entre os dois folhetos membranares foi
estabelecido através de estudos realizados com fosfolipases. As fosfolipases nao
conseguem atravessar a membrana e, deste modo, apenas os fosfolipidos presentes
na superficie externa de células intactas sdo susceptiveis a sua acgao. Tais estudos
demonstraram que os lipidos nas biomembranas, assim como as proteinas, estdo
distribuidos assimetricamente entre os folhetos interno e externo da bicamada lipidica
[11]. Contudo, os lipidos e as proteinas também podem estar organizados em cada
folheto da membrana plasmatica. Deste modo, as biomembranas apresentam dois ou
mais dominios distintos, os quais tém diferentes fungdes. De facto, os dominios da
membrana apresentam diferentes composi¢ées em lipidos e proteinas, e podem

controlar processos membranares fisiologicamente importantes [1, 11].

Figura 1.11: Representacéo esquematica da membrana celular segundo o modelo de mosaico
fluido (adaptado de [1]).

A similaridade entre lipossomas e membranas naturais pode, entdo, ser
aumentada pela inclusdo de proteinas, formando um ambiente que mimetiza o natural,

mas cuja composigdo pode ser controlada, de forma a determinar o papel de cada
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componente em determinado fenomeno em estudo. Com efeito, os estudos de
estrutura, dindmica e permeabilidade dos lipossomas em fungdo de diferentes
parametros, como a composigao lipidica, temperatura, forga iénica, presenca de varios
ibes, proteinas e enzimas, tém revelado muitos detalhes sobre a funcionalidade das
biomembranas. Adicionalmente, a utilizacdo destes agregados simples para simular

‘ sistemas muito mais complexos permite o estudo de mecanismos fundamentais para
os processos biologicos, como a absorcdo e o transporte de moléculas exogenas,
reconhecimento molecular, funcionamento de enzimas e fendmenos relacionados com
o modo de ac¢éo dos farmacos [1, 2].

A interaccdo de diversos farmacos com a membrana lipidica constitui
fundamental importancia para a sua actividade farmacolégica, como & o caso dos
anestésicos locais [15, 16], antibidticos [17-19], B-bloqueadores [20], farmacos
anticancerigenos [21-23), anti-inflamatorios [19, 24-28], entre outros. Nestes casos, é
importante quer a localizagdo e orientacdo apropriada dos farmacos na membrana,
para que ocorra interacgdo com os locais activos dos receptores membranares, quer a
extensdo da ligagdo do farmaco a membrana lipidica, fenémeno quantificado pelo
coeficiente de particdo [29]. E na dificuldade da execucdo destes estudos in vivo ou
em culturas celulares que reside parte da importancia da utilizagéo dos lipossomas

como modelos das membranas celulares.

1.1.7.2. Lipossomas como meio reaccional

A capacidade dos lipossomas solubilizarem moléculas, compartimentarem
reagentes de solubilidades diferentes em microambientes distintos e de funcionarem
como catalisadores de inumeras reacg¢bes quimicas, faz destas estruturas uma
interessante aiternativa aos meios reaccionais habitualmente utilizados em técnicas
analiticas. Possuem, ainda, capacidade para estabilizar e proteger moléculas
fotossensiveis, bem como para favorecer processos fotoquimicos e fotofisicos [1].

A tilizagdo de lipossomas em técnicas analiticas requer o conhecimento
aprofundado do tipo e extensdo da interac¢do de um determinado soluto com as
vesiculas, bem como o discernimento das consequéncias dessa interac¢do a nivel das

propriedades fisico-quimicas do soluto e da vesicula.
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1.1.7.3. Lipossomas como transportadores de farmacos

A capacidade dos lipossomas para dissolver, proteger e conduzir farmacos
hidrossoltiveis ou lipossollveis, assim como a sua biocompatibilidade com as
membranas celulares € a possibilidade de adicionar determinados ligandos a sua
superficie para que atinjam um determinado tipo de células, constituem as principais
razdes para a sua aplicagdo como sistemas transportadores de farmacos em
farmacologia e medicina [1, 5]. Assim, os lipossomas podem ser utilizados na terapia
de varias doengas (como por exemplo, doengas cancerigenas, infec¢gdes, inflamagao,
na intoxicacdo através de agentes quelantes capazes de remover os metais
acumulados nos tecidos), como na profilaxia (vacinas, pela aplicagado de lipossomas
como adjuvantes imunologicos dos antigénios) e como meios auxiliares de diagnostico
(visualizacdo de metastases através da incorporacdo de materiais de contraste e de
isétopos radioactivos) [1, 5, 6].

A administragdo de um farmaco em sistemas transportadores influencia os
seus parametros, em especial os relativos a farmacocinética, farmacodindmica e
biodistribuicéo, os quais, por sua vez, afectam o seu indice terapéutico (razdo entre a
eficacia do farmaco e os seus efeitos secundarios indesejaveis). De facto, os sistemas
transportadores podem aumentar a biodisponibilidade dos farmacos e diminuir os seus
efeitos toxicos, o que origina um incremento do indice terapéutico. Podem ainda
veicular e libertar os farmacos numa célula-alvo, diminuindo assim a dose necessaria
para se observar determinada acgao e diminuindo ao maximo os efeitos secundarios
[1].

Uma das principais vantagens da utilizagdo de lipossomas como
transportadores é a facilidade de incorporagéo de um farmaco, independentemente da
sua carga ou massa molecular, podendo mesmo acomodar substancias com
caracteristicas de polaridade muito diferentes no mesmo sistema. Como formulacgéo
farmacéutica, as principais vantagens conferidas pela encapsulacdo de farmacos em
lipossomas s&o o aumento da solubilizagdo de farmacos lipossoluveis e a protecgao
conferida por estes sistemas a hidrolise dos farmacos, provocada, por exemplo, pela
accao de enzimas degenerativas, de condigdes de pH adversas e de acgao da luz [1].
Para além disso, os sistemas de vesiculas lipidicas encontram-se ja bem
caracterizados em termos fisico-quimicos, estrutura, estabilidade, toxicidade (sendo
preparados a partir de substancias naturais sdo relativamente ndo toxicos e

biodegradaveis), imunogenicidade e formas de administragcdo in vivo (intravenosa,
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intramuscular, subcutanea, dérmica, ocular, pulmonar, nasal ou oral), dispondo-se de
um vasto leque de possibilidades na escolha do sistema mais adequado para cada
fim. Contudo, embora os resultados obtidos in vitro sejam encorajadores, a aplicagdo
de lipossomas in vivo esta limitada pela sua retengdo ao nivel do sistema reticulo-
endotelial (SRE) [3]. Com efeito, os lipossomas na corrente sanguinea s&o
rapidamente capturados pelos macrofagos, assim como pelo figado, bago, nddulos
linfaticos, pulmdes e medula ¢ssea, os quais tém como fungdo o processamento dos
agentes estranhos que entram no organismo. Deste modo, o tempo de semi-vida
plasmatica dos lipossomas pode ser reduzido a poucos minutos [2]. A captura dos
lipossomas pelo SRE pode ainda ser responsavel por alguns dos seus efeitos
adversos, nomeadamente pela potencial toxicidade que pode apresentar relativamente
a esse mesmo sistema, especialmente quando os lipossomas transportam farmacos
ou pelo aumento da susceptibilidade a varias infecgées no caso do SRE se encontrar
saturado [1]. Deve-se ainda referir que, além destes efeitos, os lipossomas podem
ainda apresentar outros efeitos adversos, como serem simplesmente muito grandes e
poderem obstruir capilares, principalmente os pulmonares, provocando embolismo
pulmonar ou pela alteragao ou influéncia das fungdes das lipoproteinas devido a troca
de lipidos (por exemplo, o aumento da razdo colesterol:lipido na membrana dos
eritrécitos diminui a actividade da enzima Na*-K*-ATPase) [1].

Apesar das limitagbes referidas para a utilizagdo de lipossomas como sistemas
transportadores de farmacos, a utilizagao de vesiculas lipidicas continua a ter grandes
vantagens relativamente a outras familias de transportadores. Os problemas
existentes levaram ao desenvolvimento de sistemas lipidicos modificados,
essencialmente pela inser¢cdo de determinadas moléculas na sua camada exterior,
com novas possibilidades de transporte direccionado para um determinado alvo e com
o objectivo de evitar a sua eliminagao pelo SRE. Com efeito, as caracteristicas fisicas
e composicao dos lipossomas afectam a sua captura pelo SRE, como por exemplo, o
tamanho e a fluidez. Assim, os lipossomas de maiores dimensdes sdo capturados
mais rapidamente, bem como os que, devido a sua constituicdo, sdo mais rigidos. Os
métodos de modificagdo experimentados na alteragdo dos lipossomas de modo a
reduzir a sua eliminagao incluiram a sua associagdo com anticorpos especificos para
determinadas células, revestimento com imunoglobinas M (IlgM) agregadas por
aquecimento, ligagdo covalente de anticorpos, incorporagdo de esfingomielina e
colesterol ou por incorporagéo de lipidos imunogénicos, glicoproteinas e glicolipidos

naturais ou sintéticos [1-3, 5]. Os lipossomas assim modificados foram genericamente
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designados de lipossomas furtivos (“stealth liposomes”) e podem apresentar um tempo
de semi-vida 100 vezes superior [1, 3].

O sucesso do transporte de um determinado farmaco pelos lipossomas
depende ndo sé da eficiéncia com que o lipossoma o veicula até ao local alvo, mas
também da forma como a célula interactua com o lipossoma e recebe o seu contetdo.
Um lipossoma pode interactuar com uma célula de cinco maneiras, esquematizadas
na Figura 1.12[1, 2, 5]:

a) transferéncia intermembranar: transferéncia dos componentes lipidicos, como
fosfolipidos (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) e colesterol, entre duas bicamadas
fosfolipidicas em contacto préximo, sem necessidade de ruptura do lipossoma ou
prejuizo da integridade membranar. Com efeito, & possivel ocorrer a transferéncia
referida (frequentemente nas duas direcgbes) sem perda do conteudo do
compartimento aquoso dos lipossomas;

b) libertagdo por contacto: o contacto com a célula aumenta a permeabilidade da
membrana do lipossoma, o que leva a libertacdo dos solutos hidrossollveis, que
podem assim ser absorvidos pela célula;

c) adsorgdo: pode ser resultado de forgas fisicas atractivas ou da ligagdo de moléculas
da membrana do lipossoma a receptores especificos. A adsorgdo constitui um pre-
requisito essencial para que ocorra incorporagdo dos lipossomas pelas células. E
facilitada na presenga de moléculas vectorizadoras na superficie do lipossoma ou
quando a carga deste € contraria a da célula, que normaimente é negativa. A absorcao
do farmaco pela célula vai depender da difusdo passiva através de um gradiente de
concentragdes;

d) fagocitose/endocitose: processos efectuados por células com actividade fagocitica,
que incorporam os lipossomas em endossomas (formados pela invaginagdo da
membrana plasmatica e com um valor de pH entre 5 e 5,5), os quais posteriormente
se fundem com os lisossomas, sendo os lipossomas sujeitos a digestao celular a um
valor de pH aproximadamente igual a 4,5. Durante a digestdo dos lipossomas, &
libertado o seu contetido aquoso, o qual pode permanecer no interior dos lisossomas
até que ocorra a exocitose, especialmente se os farmacos se encontram na forma
carregada numa extensao significativa a valores de pH baixos, ou podem ir lentamente
passando para o citoplasma,;

e) fusdo: resulta na mistura completa dos lipidos do lipossoma com os da célula e na
libertagéo do seu contelido para o citoplasma. No caso dos MLVs, pode-se verificar a

manutencao de bicamadas lipidicas interiores e a libertacdo do lipossoma no
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citoplasma, o qual esta apto a interactuar com os organelos celulares. Este processo
preferivel a endocitose, uma vez que é evitada a degradagdo pelas enzimas

lisossomicas.

endocitose

fusdo

degradacao

adsorgdo - L
lisossémica

transferéncia
contacto intermembranar

Figura 1.12: Representacdo dos diferentes tipos de interacg@o dos lipossomas com uma celula
(adaptado de [9]).

Uma das vantagens da utilizagdo dos lipossomas como transportadores de
farmacos, como referido anteriormente, reside na possibilidade de usar estes sistemas
como vectores de farmacos. A vectorizagdo ou direccionamento de farmacos (“drug
targeting”) consiste em promover o transporte do farmaco para os locais de acgéo
especificos, ao nivel de um determinado 6rgao, tecido ou célula. A utilizagdo de
vectores pode ser efectuada de diferentes formas [5]:

a) vectorizagéo natural: tira partido dos mecanismos de defesa naturais do organismo
contra as particulas estranhas na corrente sanguinea. Assim, a rapida captura dos
lipossomas pelo SRE, como figado e bago, pode permitir o tratamento de infeccdes e
carcinomas nesses 0rgaos. A captura e direccionamento dos lipossomas para locais
sujeitos a infecgdes e inflamagbdes podem também ser explorados para o tratamento
destes estados patolégicos;

b) vectorizacéo fisica: depende do direccionamento do lipossoma a um determinado
local, o qual apresenta alteragbes que induzem a libertacdo do conteddo dos
lipossomas. A vectorizagéo fisica envolve o uso de lipossomas sensiveis a parametros
como a temperatura, pH ou luz. A sensibilidade das vesiculas a temperatura pode ser
controlada usando lipidos com diferentes temperaturas de transi¢éo de fase, de modo
gue quando atingem locais de temperatura mais elevada, como nos processos
inflamatérios, libertam o seu contetido. Os locais onde se verifique infeccdo ou

inflamac&o e os tumores possuem um valor de pH mais baixo comparativamente ao
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tecido saudavel, o que pode ser explorado no desenvolvimento de lipossomas
sensiveis ao pH. Os lipossomas sensiveis ao pH libertam, entdo, o seu conteiido em
locais que apresentem um valor de pH mais baixo e podem ser constituidos, por
exemplo, por fosfatidiletanolamina, os quais se tornam instaveis quando o vaior de pH
baixa. Pela escolha de lipidos sensiveis a luz, & possivel preparar lipossomas que
libertam o seu conteudo quando expostos a luz de comprimento de onda apropriado;

c) vectorizagdo compartimental: consiste na administragdo dos lipossomas nos locais
onde o efeito terapéutico é requerido. A artrite, por exemplo, pode ser tratada por
administracao intra-articular;

d) vectorizagdo mediada por ligando: envolve a modificagdo da superficie dos
lipossomas pela introdugdo de moléculas, como glicolipidos, glicoproteinas,
lipopolissacarideos ou anticorpos, que se irdo ligar especificamente a receptores na
célula-alvo.

As principais vias de administragdo dos lipossomas s&o a via intra-venosa,
intra-peritoneal e sub-cutanea. A principal desvantagem destas vias € a captura dos
lipossomas pelo SRE. A via oral € uma via de administragdo preferencial, mas a
administragcdo de lipossomas oralmente é dificultada pelas condigbes agressivas do
tracto gastrintestinal, nomeadamente baixo valor de pH estomacal, presenga de
enzimas degradativas e ac¢do detergente dos sais biliares no intestino.
Adicionalmente, existe o problema de moléculas e agregados de maiores dimensdes
ndo conseguirem ser absorvidos pelas células do tracto digestivo. A absor¢éo de
lipossomas pode ser conseguida pontualmente por endocitose, mas em reduzida
extensdo. A utilizagdo de MLVs pode constituir uma alternativa para transportar o
farmaco através do tracto gastrintestinal até ao local de absorgao, pois vai ocorrer uma
degradagdo gradual das multiplas bicamadas. Contudo, serd necessario ©
desenvolvimento de vesiculas mais robustas, como lipossomas totalmente ou
parcialmente polimerizados, capazes de suportarem as condigbées gastrintestinais [1,
5].

Existem ainda outras vias usadas em formulagdes contendo lipossomas, como
por exemplo, a via tdépica (especialmente em cosmética) e a via pulmonar
(principalmente para a veiculagao de farmacos que vao actuar localmente).

Apesar do consideravel numero de estudos cientificos sobre o desenvolvimento
de formulagbes farmacéuticas com lipossomas, poucas foram as que efectivamente
atingiram o mercado. As aplicagdes dos lipossomas, nesta area, incluem o transporte

de farmacos usados no tratamento de infecgbes provocadas por fungos (como
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anfotericina B), virus (como vidarina) ou por bactérias (como penicilina e antriciclina),
no tratamento do cancro (como doxorubicina) ou de inflamagbes (como
hidrocortisona). Podem ainda transportar imunoadjuvantes, como vacinas (por
exemplo, da hepatite B) ou is6topos (por exemplo, isétopo de indio, "n) para
radiologia [5].

Do exposto se depreende que, seja qual for o farmaco sujeito a encapsulagéo
ou a via de administragdo, um requisito fundamental para o desenvolvimento de uma
formulacdo com lipossomas é uma elevada taxa de encapsulagio do farmaco a ser
veiculado, quer o farmaco se associe com a membrana lipidica, quer seja aprisionado
no compartimento aquoso interno. Uma taxa elevada de encapsulagdo diminui o custo
das formulacdes e os riscos de toxicidade associada aos lipossomas. Outro parametro
importante prende-se com a perda que se pode observar para um farmaco num
determinado sistema lipossomal durante o trajecto desde a sua administracdo até ao
local de acgéo. A diminuigdo da perda pode ser conseguida pelo aumento do grau de
insaturacéo ou do comprimento das cadeias fosfolipidicas, ou ainda, por adicao de
colesterol ou por utilizacdo de um lipido da mesma carga do ido a ser encapsulado
[30].

1.2. ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES

Os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINEs) s3o os farmacos mais usados e
difundidos na terapéutica. De facto, desde 1893, quando o quimico alemé&o Félix
Hoffman motivou a Bayer a produzir o acido acetilsalicilico (patenteado como aspirina),
os agentes anti-inflamatérios ndo esterdides passaram a ser os farmacos mais
largamente prescritos e usados em todo o mundo, pelas suas propriedades
analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatérias [31]. Contudo, apesar do largo uso
destes agentes, somente em 1971 foi esclarecido o seu mecanismo de acgéo por John
Vane [32]. Este autor propds que os anti-inflamatérios semelhantes a aspirina
combatiam o processo inflamatdrio pela inibigdo da enzima ciclooxigenase (COX),
impedindo, deste modo, a sintese de prostaglandinas. De facto, apesar dos AINEs
constituirem um grupo heterogéneo de compostos, com elevada diversidade
estrutural, compartilham as mesmas propriedades farmacolégicas (efeitos terapéuticos

e colaterais).
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A COX, enzima que catalisa a biossintese das prostaglandinas, também
denominada de prostaglandina sintetase ou prostaglandina endoperéxido sintetase, foi
isolada em 1976 e clonada em 1988 [31]. Posteriormente, em 1991 foi identificado um
gene codificador de uma segunda isoforma da enzima, denominada de
ciclooxigenase-2 (COX-2) [31]. Sabe-se, actualmente, que dois genes expressam duas
isoformas da enzima ciclooxigenase: a ciclooxigenase-1 (COX-1) e a ciclooxigenase-2
[31, 33]. Com a descoberta da COX-2, isoforma induzida e expressa
predominantemente durante o processo inflamatério, uma nova perspectiva
terapéutica emergiu com o desenvolvimento de farmacos mais selectivos e detentores
de menos efeitos adversos. Mais recentemente, novas motivagdes para o uso clinico
para a pesquisa de novos farmacos foram encontradas com a descricdo de uma
terceira variante da ciclooxigenase, denominada de ciclooxigenase-3 (COX-3) [31].

Actualmente, o numero de farmacos anti-inflamatérios nao esterdides
disponiveis no mercado € muito elevado, encontrando-se distribuidos por varias
classes quimicas apresentadas na Tabela 1.3.

Os AINEs além de serem distribuidos em diferentes classes quimicas (Tabela
1.3), também podem ser classificados como inibidores nao selectivos da COX-2 ou
inibidores selectivos da COX-2 [31]. Os farmacos estudados nesta dissertacéo
pertencem a diferentes classes quimicas e apresentam diferentes selectividades
relativamente 8 COX-2. Assim, dos AINEs estudados (diclofenac, clonixina, etodolac,
piroxicam, tenoxicam e indoprofeno), apenas o etodolac € um inibidor selectivo da
COX-2 [33, 34].

As doencas reumaticas, como a artrite reumatdide, constituem um exemplo de
doencas inflamatodrias, salientando-se pela elevada prevaléncia e pela incapacidade
funcional, temporaria ou definitiva, que originam. Assim, o grupo dos anti-inflamatorios
encontra nestas doencas o seu grande campo de aplicagdo, podendo, contudo, serem
administrados em muitas outras situagbes clinicas, como dor crénica ou aguda,
desordens musculo-esqueléticas agudas, traumas e outras artropatias, como

espondilose anquilosante [35, 36].
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Tabela 1.3: Classificag8o quimica dos anti-inflamatérios n&o esterdides.

Classe quimica

AINEs

1. Salicilatos

2. Acidos arilalcandicos
a) Derivados do acido acético

b) Derivados do acido propiénico

c) Derivados do acido butirico
3. Acidos antranilicos

4. Pirazolonas

5. Oxicamos

6. Derivados da sulfonamida

7. Acidos nicotinicos
8. Derivados da anilina

9. Coxibes

Acido acetilsalcilico
Salicilato de sodio
Salicilato de metilo
Diflunisal
Flunfenizal
Sufasalazina

Diclofenac
Etodolac
Tolmetina
Indometacina
Acemetacina
Sulindac
Indoprofeno
Ibuprofeno
Naproxeno
Flurbiprofeno
Fenoprofeno
Cetoprofeno
Nabumetona
Acido mefenamico
Acido meclofenamico
Acido flufenamico
Fenilbutazona
Dipirona
Antipirina
Azopropazona
Sulfimpirazona
Tenoxicam
Piroxicam
Meloxicam
Lornoxicam
Nimesulide

Clonixina

Fenacetina

Acetaminofeno ou paracetamol
Celecoxibe

Rofecoxibe
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1.2.1. Inflamagao

A inflamagé&o € um mecanismo complexo, essencialmente de defesa dos seres
vivos e indispensavel a sua sobrevivéncia. Pode ser desencadeado por varios tipos de
agentes agressores, como fisicos (traumatismos, radiagées ultravioletas), quimicos
(peptideos  hormonais, aminas, lipidos, neurotransmissores),  biolégicos
(microorganismos patogénicos) ou patolégicos (hipertermia, reac¢des imunolégicas).
Caracteriza-se por rubor, calor, edema, acometimento da funcao tecidual local, dor e
incapacidade funcional, evoluindo em fases distintas: a) aguda, a qual corresponde a
resposta inicial para a les&o celular, conduz a produgdo de prostaglandinas e é
dominada por vasodilatacdo e aumento da permeabilidade capilar; b) subaguda,
caracterizada por infiltragdo de leucécitos e macréfagos e conduz a fagocitose ou
neutralizacio dos organismos estranhos; e ¢) crénica, com degenerescéncia e fibrose
dos tecidos [35]. A reacgédo inflamatéria tem como objectivo final a reparagdo do dano
tecidual e a eliminagcdo do agente agressor. Contudo, este delicado equilibrio
lesdo/reparagdo pode ser perturbado pelo excesso de permanéncia do agente
agressor ou do seu deficiente combate, assumindo, consequentemente, a reacc¢io
inflamatéria uma forma crénica e destrutiva, sendo a artrite reumatéide um exemplo
clinico deste fenémeno [35].

Dos mediadores intervenientes na reacgao inflamatéria salientam-se, pela sua
importancia, os metabolitos do acido araquidonico, especialmente as prostaglandinas
(PGs). As prostaglandinas sdo compostos quimicos de natureza lipidica que existem
praticamente em todos os tecidos animais e estdo envolvidas em diversos processos
fisioldgicos e patoldgicos, incluindo, por exemplo, a vasodilatagdo ou a vasoconstrigao,
o aumento ou a diminuicdo da tensdo arterial, a proteccdo da mucosa gastrica
(aumento da secregcdo de muco e manutencdo da camada superficial hidrofébica de
protec¢ao), inibicdo da secrecdo acida gastrica, aumento do fluxo sanguineo renal,
contraccdo ou relaxamento da musculatura brénquica ou uterina, ovulagao,
metabolismo ésseo, resposta imunolégica, fenémenos inflamatérios, hiperalgesia,
regulacao da actividade quimiotactica celular, coagulagao sanguinea, entre outras [31,
33].

As PGs sao sintetizadas enzimaticamente a partir de acidos gordos insaturados
com vinte atomos de carbono. Trés acidos estdo na base dessa sintese,
nomeadamente o acido diomo-y-linolénico (8, 11, 14-icosatriendico), o acido

araquidénico (5, 8, 11, 14-icosatetraendico) e o acido timnoddnico (5, 8, 11, 14,
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17-icosapentanodico). Destes, 0 mais abundante & o acido araquidénico, existindo o
acido diomo-y-linolénico numa quantidade significativamente menor, enquanto que o
acido timnodonico nao existe nos mamiferos. Estes acidos sado formados, no figado, a
partir de acidos gordos essenciais polinsaturados, nomeadamente o &cido linoleico e o
acido linolénico, e sdo depois utilizados na formagao das membranas celulares, onde
se encontram incorporados em moléculas de fosfolipidos ou ligados ao colesterol [35].

A designagéo quimica das PGs baseia-se na molécula do acido prostandico
[7-(2-octil-ciclopentil)-heptandico], acido com vinte atomos de carbono,
monocarboxilico, possuidor de um anel ciclopentano e que, por si mesmo, nao
manifesta qualquer actividade prostaglandinica. Esta estrutura é, assim, comum a
todas as PGs naturais, sendo estas distinguidas pelo grau de insaturagdo das cadeias
laterais € pelas substituicées no anel.

As PGs sio normalmente englobadas em trés séries (1, 2, 3), dependendo do
nimero de duplas ligagées na cadeia lateral. Cada um dos acidos, anteriormente
citados, pode funcionar como precursor da sintese de uma série de PGs. Deste modo,
os acidos diomo-y-linolénico araquidonico e timnodénico formam, respectivamente, as
séries PG,, PG, e PG;. As prostaglandinas pertencentes a série 2 sdo as mais
importantes e as mais bem conhecidas no Homem (Figura 1.13) [35].

Além da insaturagdo das cadeias laterais, as PGs sdo também agrupadas de
acordo com as fungbes quimicas ligadas ao anel presente na sua estrutura. Os
diferentes grupos das PGs sao simbolizados por letras de A a | (por exemplo, PGG e
PGH) [35].

Existem ainda outros mediadores envolvidos no processo inflamatério, como os
tromboxanos (TXs) e os leucotrienos (LTs), para além das PGs. As prostaglandinas e
os tromboxanos, formados pela enzima ciclooxigenase, sdo colectivamente
designados de prostanodides [35]. Os mediadores referidos ndo séo armazenados nas
células, sdo sintetizados como resultado de uma perturbagdo na membrana celular,
actuam localmente e sdo rapidamente metabolizados, pelo que sdo apenas
detectaveis por curtos periodos de tempo.

A libertagdo do acido araquidénico, precursor da sintese das PGs da série 2, a
partir das moléculas de fosfolipidos, deve-se a acg¢do de um grupo de enzimas, do
qual se destacam as fosfolipases da membrana celular, sobretudo a fosfolipase A,
[35]. De facto, os fosfolipidos podem ser hidrolisados por uma série de fosfolipases

especificas, conforme se pode observar na Figura 1.14.
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Acidos precursores

Acido diomo-y-linolénico

Acido araquidonico

— — COOH

— N—="\=

Acido timnodénico

Figura 1.13: Acidos gordos precursores das diferentes séries de prostaglandinas (PGs),
tromboxanos (TXs) e leucotrienos (LTs).

Fosfolipase A,

Fosfolipase A; R™— OCHZ Fosfolipase D

R;—COCH o)

CH;—0—4P —OCH,CH,N'(CH,),
o)

Fosfolipase C

Figura 1.14: Locais de acgao litica das diferentes fosfolipases na molécula de fosfatidilcolina
(adaptado de [1]).
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Como é possivel observar na Figura 1.14, a fosfalipase A, hidrolisa
especificamente o acido gordo colocado na posi¢do 2 da molécula dos fosfolipidos
membranares, particularmente a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina, libertando o
acido araquidonico (ou o acido diomo-y-linolénico, para a sintese das prostaglandinas
da série 1). Parece, contudo, que o mediador final capaz de influenciar a actividade da
fosfolipase A, &€ o ido cdlcio, pelo aumento da sua concentragao intracelular [35]. O
acido araquidénico (ou o acido diomo-y-linolénico) libertado vai ser metabolizado por
trés vias enzimaticas diferentes, designadamente a via da ciclooxigenase, a via da

lipoxigenase e a via da monoxigenase (Figura 1.15).

Fosfolipidos da membrana celular

Fosfolipase A, l

Acido araquidonico

A

Monoxigenase Ciclooxigenase Lipoxigenase
Citocromo P450 ﬂ ﬂ
ﬂ Prostaglandinas Leucotrienos
Epoxidos Tromboxanos Lipoxinas

Figura 1.15: Esquema das diferentes vias de metabolizagdo do acido araquidonico, com
referéncia aos principais metabolitos formados.

Via da ciclooxigenase: A via da ciclooxigenase depende da actuagdo de um
complexo enzimatico, globalmente designado por ciclooxigenase, que conduz a
biossintese das prostaglandinas e dos tromboxanos. Este complexo enzimatico
apresenta dois locais activos com actividades distintas [27], nomeadamente um com
actividade de endoperoxido redutase e o outro com actividade de peroxidase. A
sintese das prostaglandinas inicia-se, portanto, com a actividade da ciclooxigenase
catalisando a adigdo de oxigénio molecular ao acido araquidénico e a sua ciclizagao,

para formar, inicialmente, o endoperdxido ciclico prostaglandina G, (PGG).
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Posteriormente, a mesma enzima, pela sua actividade peroxidase, catalisa a redugao
desta prostaglandina para formar a prostaglandina H, (PGH,;). As PGG, e PGH,
apresentam pouca actividade e servem como substrato para a formacao de diferentes
prostaglandinas como a prostaglandina D, (PGD,), a prostaglandina E, (PGE;), a
prostaglandina F,, (PGF,,), a prostaciclina (PGl,) e os tromboxanos [31]. Apesar da
etapa de transformacdo do acido araquidénico a PGH, ser comum em todos os
sistemas celulares, o metabolismo posterior das PGH, depende da célula em questéo,
das enzimas que esta contem e da presencga de co-factores.

As prostaglandinas possuem, de um modo geral, uma acg¢ao vasodilatadora, ao
contrario do tromboxano A,. Este contrai a parede dos vasos e activa a agregagao das
plaguetas, enquanto a prostaciclina provoca efeitos contrarios. A PGD, é libertada
pelos mastocitos activados por estimulos alérgicos ou outros, enquanto que a PGE;
inibe a ac¢do de linfécitos T supressores e outras células que participam nas
respostas alérgicas ou inflamatorias. As prostaglandinas tém, ainda, outras acgdes ja
anteriormente referidas, como a sensibilizagdo dos nocireceptores e estimulagdo dos
centros hipotalamicos de termorregulagao [31].

A existéncia de uma forma indutivel da COX foi descrita, em 1989, por
Needleman e colaboradores, os quais demonstraram a sua indugdo por estimulos
inflamatoérios e por citocinas [31]. Passou-se, entdo, a admiti, em virtude das
caracteristicas distintas da sua expressao, a existéncia das isoformas COX-1 e COX-
2, como ja referido anteriormente. A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada, é
expressa constitutivamente, esta presente em todas as células, principalmente nos
vasos sanguineos, plaquetas, estdbmago e rins e apresenta fungdes fisiologicas,
conduzindo a producdo de prostaglandinas anti-trombogénicas, citoprotectoras da
mucosa gastrica e envolvidas na manutengio da funcao plaquetaria e renal (Figura
1.16). A COX-2 é uma enzima indutivel, geralmente nido detectavel nos tecidos
saudaveis, mas o seu nivel aumenta dramaticamente em tecidos inflamados. Pode ser
induzida na presenga de citocinas (interleucina-1, interleucina-2 e do factor o de
necrose tumoral), ésteres de forbol, factores de crescimento e endotoxinas, sendo
expressa caracteristicamente por células envolvidas no processo inflamatério, como
macréfagos, mondcitos e sinovécitos (Figura 1.16) [37]. Contudo, desde a descoberta
original da COX-2 em células estimuladas pelas citocinas, verificou-se que esta
enzima também é expressa em tecidos nio inflamados, incluindo o rim, cérebro,
tumores do céblon, ossos e cartilagem [35, 36]. As prostaglandinas e citocinas

(interleucina-6) encontram-se também implicadas na fisiopatologia de algumas
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doencas degenerativas encefalicas, como a esclerose multipla, deméncia associada a
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e na doenga de Alzheimer [31].

Por outro lado, a expressdo da COX-2 pode ser inibida por glicocorticoides,
interleucina-4, interleucina-10 e interleucina-13, enquanto que a PGE, promove um
aumento da expressdo da COX-2. Esta enzima pode também ser regulada de modo
pos-transcricional. A perda de regulagdo pés-transcricional da COX-2, pela mutacao
de proteinas que interactuam especificamente em determinados elementos do &cido
ribonucleico mensageiro (ARN,,) da enzima, pode resultar num aumento da expresséo
da COX-2, cujo mecanismo tem sido proposto como factor crucial envolvido na

carcinogénese do intestino [31].

Fosfolipidos das membranas celulares

Acido araquiddnico

COX-1 COX-2
(constitutiva) (indutivel)
-Estdbmago -Inflamagao
-Rim (macréfagos,
-Plaquetas sinovécitos, ...)
-Endotélio

Figura 1.16: Papel das COX-1 e COX-2 na sintese das PGs em diversos ¢rgaos e células.

A COX-1 e a COX-2 sao proteinas integrais que se localizam dentro do folheto
interno da bicamada lipidica das membranas do reticulo endoplasmatico e numa
menor extensido na membrana nuclear [27]. Embora diferengas notaveis tenham sido
observadas ao nivel da localizacdo (os genes das isoformas COX-1 e COX-2 estdo
localizados nos cromossomas 9 e 1, respectivamente, mas apresentam homologia
genética em cerca de 60% das suas regides codificantes [31]), da expressédo e

regulagdo dos genes da COX no ADN e ARN, a estrutura da proteina e a fungéo
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enzimatica, nomeadamente, afinidade e capacidade de conversdo do acido
araquidénico em PGH,, sao significativamente similares. Apresentam, contudo,
algumas diferengas, como o tamanho do local activo, que é menor na COX-1
comparativamente ao da COX-2 [33]. De facto, apesar dos locais activos das enzimas
COX-1 e COX-2 serem semelhantes, a simples presenga de um grupo metilo adicional
na COX-2, procedente da substituicdo da isoleucina na posicdo 523 da COX-1 pela
valina na COX-2, é suficiente para originar um maior espag¢o no local activo, o que
permite a interacgao de farmacos mais volumosos [33, 34].

A expressdo de uma terceira variante catalitica da COX (COX-3) foi
demonstrada em estudos in vitro com linhagens de macroéfagos. A singularidade € que
a expressao desta variante nido originaria prostaglandinas pré-inflamatérias, mas um
membro da familia das ciclopentanonas, a 15desoxe-A PGJ,, com actividade anti-
inflamatdria. Se a hipétese de uma terceira ciclooxigenase com actividade anti-
inflamatéria estiver correcta, a sua expressdo pode resultar em periodos tipicos de
remissdo do processo inflamatério, como tem sido constatado em algumas doengas
crénicas, como a artrite reumatoide [31].

A COX-3, possivelmente uma variante da COX-1, uma vez que é produzida
pelo mesmo gene desta isoforma, encontra-se distribuida principalmente no cértex
cerebral, medula espinal e coragdo. Com efeito, a COX-3 é formada pelo mesmo gene
da COX-1, mas retem no seu ARN,, o intron 1, que induz a inser¢cdo de 30 a 34
aminoacidos na estrutura que corresponderia a da COX-1 [38]. A COX-3 € inibida por
farmacos como o paracetamol que apresenta actividade analgésica e antipirética e
uma pequena capacidade inibitéria das COX-1 e COX-2. Com efeito, muitos autores
consideram que a descoberta desta variante da ciclooxigenase pode explicar o
mecanismo de ac¢do do paracetamol [38, 39]. Assim, postulou-se que a inibicdo da
COX-3 poderia representar o mecanismo central primario pelo qual os farmacos
analgésicos e antipiréticos do tipo AINE desenvolveriam as suas actividades na
reducdo da dor e da febre [31, 38, 39]. '

Via da lipoxigenase: Pela via da enzima lipoxigenase (principalmente a 5- e a
12-lipoxigenases no Homem), o Aacido araquidonico origina os acidos
hidroperoxieicosatetranéico (5-HPETE; 12-HPETE e 15-HPETE). Dada a instabilidade
dos HPETE, estes produtos sdo convertidos nos acidos gordos hidroxieicosatetrandico
(HETE). Nos leucécitos, os 15-HPETE podem ser convertidos em metabolitos
triidroxilados designados por lipoxinas. Os leucotrienos surgem pela acgdo da

5-lipoxigenase e por adicdo da glutationa e possuem, por um lado, actividade
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quimiotactica e quimiocinética, promovendo a chamada de leucdcitos e acelerando os
seus movimentos, e, por outro lado, aumentam a permeabilidade vascular [35].

Via da monoxigenase. Finalmente, a via da monoxigenase é uma via de
metabolizagdo do acido araquidénico que envolve a sua oxigenagao através das
epoxigenases do citocromo P-450. Formam-se os acidos epoxieicosatrienoicos (EET),
também conhecidos por epdxidos (5, 6-, 8, 9-, 11, 12- e 14, 15-epodxido) e os diois
respectivos. Estes metabolitos sdo produzidos, por exemplo, a nivel do figado, supra-
renal, endotélio e nas plaquetas e apresentam uma forte actividade bioldgica. Tem
sido referido, a titulo de exemplo, uma actividade vasoconstritora para o 14,
15-epdxido mas, em contrapartida, uma intensa actividade vasodilatadora para os 5,
6-, 8, 9- e 11, 12-epdxidos [35].

O estudo dos prostandides e dos leucotrienos e a sua relagdo com os
processos biologicos €, hoje em dia, ainda motivo de estudo, ja que uma maior
compreensdo dos mecanismos de acgdo das PGs, TXs e LTs, permite um melhor

aperfeicoamento dos agentes terapéuticos anti-inflamatérios.

1.2.2. Mecanismo de acg¢ao dos AINEs

Antes de 1970, era ja conhecida a participagdo das prostaglandinas na dor,
febre e inflamacgao, o que levou John Vane e colaboradores a admitirem que os AINEs
pudessem actuar por inibigdo da producdo destes autacéides. Varias observagoes
posteriores reforgaram esta hipétese, nomeadamente a libertagdo de PGs na lesao
celular, a presenga de PGs no exsudado inflamatério e a capacidade de sintese
destes mediadores pela generalidade das células. Contudo, este mecanismo de acgao
proposto por John Vane, em 1971 [32], e considerado, desde entdo, o principal
mecanismo de ac¢ao deste grupo de farmacos, ndo explica todos os seus efeitos, pois
a eficacia terapéutica destes compostos observa-se, em regra, em doses bastantes
superiores as necessarias para produzirem uma inibigao significativa da sintese das
PGs [34, 35]. Assim, outros mecanismos complementares dos AINEs incluem, por
exemplo, desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, estabilizagdo da membrana dos
lisossomas, efeitos na membrana celular (como alteragdo da fluidez membranar e
estabilizacdo das proteinas membranares), inibicdo da fosfolipase A, C e outras
enzimas membranares, efeitos na migragao celular (como a migragdo dos monocitos e

a agregagao e adesao de neutrofilos), inibicdo da fagocitose dos leucécitos, actividade
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fibrinolitica, estabilizagcdo da ligacdo sulfidril-dissulfidica, efeitos antioxidantes,
hiperpolarizagdo das membranas neuronais, supressao da producdo do factor
reumatoide por diminuigao da actividade das células T, alteracdo do metabolismo da
cartilagem e actividade anti-tumoral [34, 40-50].

Os anti-inflamatoérios apresentam efeito analgésico pela inibicdo da produgio
local de prostaglandinas capazes de sensibilizar as terminacdes nervosas locais da
dor, aquando da inflamagéao. Com efeito, ndo parecem ter um efeito predominante ao
nivel do sistema nervoso central, mas sim do periférico. Nos processos inflamatérios, a
febre deve-se a acg¢ao da PGE; libertada pelo hipotalamo anterior, apds ac¢do das
citocinas, sobre o centro termorregulador. A actividade antipirética dos anti-
inflamatérios esta relacionada com a inibi¢gdo da sintese das prostaglandinas, pelo que
estes farmacos apenas possuem acgédo sobre a temperatura em estados febris, nao
actuando em situagdes de hiperpirexia [35].

Como analgésicos, os AINEs sdo eficazes na dor ligeira, tanto na dor
inflamatéria como na pés-operatéria, sendo o efeito analgésico maximo, geraimente,
muito inferior ao dos opiaceos. Todavia, ndo causam nem depressao respiratoria nem
dependéncia fisica. Todos possuem efeito antipirético e analgésico, e como anti-
inflamatorios, tém como principal indicagdo o tratamento das doengas musculo-
esqueléticas, como é o caso da generalidade dos reumatismos. O tratamento da
dismenorreira e gota sdo outras indicagées destes compostos.

A generalidade dos AINEs sao acidos fracos e esta propriedade favorece a sua
acumulacdo ao nivel dos tecidos inflamados. Estes compostos sio rapida e
extensamente absorvidos apos administragcdo oral, ocorrendo o0 pico sérico
normalmente num intervalo de 3 horas. Ligam-se extensamente as proteinas
plasmaticas e sofrem geralmente metaboliza¢ao hepatica e excre¢do renal e biliar. A
concentracdo dos AINEs no liquido sinovial é inferior a atingida no plasma, mas é
menos variavel e desce mais lentamente do que os niveis plasmaticos, o que pode
permitir que os AINEs sejam administrados com uma menor frequéncia [35]. Ao
contrario do acido acetilsalicilico, em que a duragao da acgédo depende da velocidade
com que é regenerada a COX, pois € um inibidor irreversivel, os compostos que a
inibem reversivelmente tém uma duracdo de acg¢do dependente da semi-vida
plasmatica [35, 37].

A inibicdo da sintese das prostaglandinas pode atribuir-se, também, o extenso
conjunto de efeitos secundarios (descritos posteriormente) apresentados por estes

farmacos, como os efeitos a nivel gastrintestinal. De facto, como referido
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anteriormente, a importante descoberta da existéncia de duas isoformas da enzima
ciclooxigenase, a COX-1 e a COX-2, permitiu verificar que as acgdes anti-inflamatorias
sd0 devidas a inibicdo da COX-2, enquanto que os efeitos secundarios serao
atribuidos a inibicio da COX-1 (Figura 1.17). Esta foi a base teorica para o
desenvolvimento dos inibidores selectivos da COX-2, que possuiriam apenas efeitos
antipiréticos, analgésicos e anti-inflamatérios, sem causar os efeitos adversos

grastrintestinais.

 Estimulo
Inflamatdrio

I
==

Prostaglandinas

PGI, PGE,
(endotélio, (células renais)
mucosa gastrica)

TXA,

(plaguetas)

Células “housekeeping” Macrc’)fagos,

(Funcdo homeostatica) mastocitos, ...

Disturbios Disfungao Diminuicao da Diminuigéo da
gastrointestinais renal dor inflamagéo
Disturbios Diminui¢édo da
hemorragicos febre
Efeitos adversos Efeitos terapéuticos

Figura 1.17: Representagdo esquematica da acgdo dos AINEs na homeostasia (COX-1) e na
inflamagao (COX-2).

1.2.3. Efeitos adversos e interacgoes dos AINEs

As reacgdes adversas dos AINEs aumentam significativamente com a idade e,
como estes farmacos sdo comummente usados na populagdo mais idosa, 0os seus

efeitos adversos podem provocar sérios riscos [36]. Os efeitos adversos mais comuns
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dos AINEs sao apresentados na Tabela 1.4, ocorrendo os principais problemas a nivel

dos sistemas gastrintestinal, renal e cardiovascular.

Tabela 1.4: Efeitos adversos relacionados com a terapia de AINEs (adaptado de [36]).

Sistema Efeitos adwersos

Gastrointestinal Ulcera gastrica
Esofagite e estenose
Eroséao do intestino
Renal Insuficiéncia renal aguda reversivel
Perturbacao do equilibrio hidroelectrolitico
Insuficiéncia renal cronica e fibrose intestinal
Cardiovascular Exacerbagéo da hipertenso
Exacerbagao da insuficiéncia cardiaca congestiva
Exacerbagao da angina
Hepatico Transaminases elevadas
Insuficiéncia hepatica fulminante (rara)
Sistema nenvoso central Dor de cabeca
Sonoléncia
Confuséo
Meningite asséptica
Hematologico Trombocitopenia
Anemia hemolitica
Agranulocitose e anemia aplastica
Outros Exacerbagao da asma

Erupgao cuténea

Muitas das reacgbes adversas dos AINEs, como referido anteriormente,
dependem da inibicdo da sintese das PGs, como por exemplo, irritagdo da mucosa
gastrintestinal, inibicdo da agregacao plaquetaria, diminuigdo da filtragdo glomerular,
paralisia da motilidade uterina, disfung@o renal e reacgdes de hipersensensibildade. A
irritacdo gastrintestinal é a reac¢do adversa mais frequente dos AINEs e a responsavel
pelo abandono da terapéutica por uma grande percentagem de doentes. Embora seja
mais frequente com a administracdo oral, também ocorre por via parentérica. Os

efeitos adversos gastrintestinais dos AINEs estdo associados a supressdo da
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expressdo constitutiva da COX-1, resultando em lesdo gastrica, hemorragia, ulceragao
e perfuragdo gastrica ou duodenal [31]. Deste modo, os efeitos colaterais
gastrintestinais foram atribuidos & baixa selectividade de inibicdo destes compostos
sobre a COX-2. Consequentemente, os AINEs que inibem preferencialmente a COX-2
parecem possuir melhor tolerancia digestiva. Com efeito, a industria farmacéutica tem
feito muitas e diferentes tentativas para eliminar ou diminuir a seriedade dos efeitos
toxicos dos AINEs a nivel gastrintestinal. Elas incluem o desenho de pré-farmacos, de
AINEs dadores de monéxido de zoto (NO), de inibidores selectivos da COX-2, assim
como a preparacao de formulagbes com revestimento entérico e de libertagao
controlada, complexos de ciclodextrina-AINEs e de AINEs associados a fosfolipidos (ja
existem evidéncias que os AINEs associados com fosfolipidos dipolares reduzem a
toxicidade gastrintestinal) [35, 51].

As plaquetas sintetizam as PGE; e as PGD, e o tromboxano A, (TXA;). O TXA;
é um potente agregante plaquetario, cuja sintese & inibida pela generalidade destes
compostos. Por outro lado, as células endoteliais dos vasos sintetizam a PGl
(prostaciclina) que, ao contrario do TXA,, € um antagonista da agregacgao plaquetaria.
Da inibicao da agregagdo plaquetaria podem resultar hemorragias diversas,
nomeadamente a nivel da pele e das mucosas. No entanto, este efeito secundario, a
inibicdo da agregacdo plaquetaria, tem sido usado na prevengéo e tratamento das
doencgas cardiovasculares.

As PGE e as PGF, sintetizadas sobretudo no fim da gestagdo, exercem um
efeito estimulante da contracgao uterina. Assim, a inibigdo da sintese destas PGs pode
levar ao prolongamento da gravidez.

Normalmente, os AINEs nao interferem com a fungao renal. Todavia, sempre
que houver retengdo hidrossalina, a administragdo dos AINEs aumenta o risco de
insuficiéncia renal.

As reacgbes de hipersensibilidade, rinite vasomotora, edema angioneurotico,
urticaria generalizada e asma sdo bastante frequentes com os AINEs, sendo
responsaveis por cerca de 29% destas reac¢des em adultos.

Tem sido descrito um grande numero de interac¢des entre os AINEs e diversos
farmacos [35, 36]. Na Tabela 1.5 sdo apresentados alguns exemplos a ter em
consideragdo e que exigem, por vezes, a modificagdo das doses ou mesmo a sua
contra-indicagao. Assim, & necessario ter atengdo aquando da prescri¢do de AINEs,

particularmente a doentes idosos, uma vez que estes possuem, frequentemente,
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consideracao.

varias morbidades, devendo, portanto, todas as prescricbes serem tomadas em

Tabela 1.5: Principais interacgbes com os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs) (adaptado

de [35]).

Farmaco

AINE

Efeito
Interacgbes farmacocinéticas

Litio

Fenitoina

Metotrexato

Digoxina

Aminoglicosideos

Anti-hipertensores
blogueadores 3
diuréticos
antagonistas ECA
vasodilatadores

Diuréticos

Anticoagulantes

Todos os AINEs

(excepto sulindac, AAS?)

Fenilbutazona
Oxifenilbutazona

Outros AINEs

Provavelmente todos os
AINEs

Todos os AINEs

Todos os AINEs

Todos os AINEs
(excepto sulindac?)

Todos os AINEs
(excepto sulindac?)

Todos os AINEs

Inibigdo da excregdo renal do litio. Aumento da
concentragao sérica

Inibicdo do metabolismo da fenitoina com
aumento das concentracbes plasmaticas, risco
de toxicidade

Deslocacdo da fenitoina das  proteinas
plasmaticas, reduzindo a concentragao total

Redugdo da depuragdo de metotrexato com
aumento da concentragdo plasmatica e risco de
toxicidade severa

Redugéo potencial da funcéo renal
(particularmente em individuos muitos jovens e
nos idosos) com diminuicdo da depuracdo da
digoxina, aumento da concentragdo plasmatica e
risco de toxicidade. (Auséncia de interacg8o se a
funcao renal estiver normal)

Redugdo da fungdo renal em individuos
susceptiveis, reducdo da depuragdo do
aminoglicosideo e aumento da concentragdo
plasmatica.

Redugdo do efeito hipotensor. Provawelmente
relacionada com a sintese das PGs renais
(retengéo de sodio e agua) e da sintese das PGs
vasculares (aumento da vasoconstricdo)

Reducgéo dos efeitos diurético e natriurético; pode
agravar insuficiéncia cardiaca congestiva

Aumento da actividade anticoagulante (inibigéo da
agregacao plaguetaria) com risco de hemorragias

Abreviatura: ECA: enzima de conversao da angiotensina; ?: incerteza.
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Como referido anteriormente, a generalidade dos AINEs liga-se extensamente
as proteinas plasmaticas, podendo, portanto, interferir com outros medicamentos que
também se liguem a essas proteinas em grande extensdo, como os antidiabéticos
orais.

Os efeitos adversos dos AINEs podem ser reduzidos se for tida em atencao a
dose e duracgio de tratamento, factores de risco concomitantes e o uso combinado de
farmacos mais selectivos para reduzir a actividade da doenga. Além disso, os efeitos
adversos gastrintestinais dos AINEs podem ser tratados e prevenidos pelo uso de uma
terapia apropriada em combinagdo com os AINEs [36]. Assim, por exemplo, a
administragdo de um analogo da PGE;, o misoprostol, e a inibicdo da secregdo do
acido cloridrico pelo omeprazol e anti-histaminicos, por exemplo, previnem a irritagao
digestiva [35]. Em casos de ulcera péptica com infecgao pelo Helicobacter pylori, nao
se deve usar nenhum dos AINEs, mesmo os inibidores selectivos da COX-2, para
evitar a agressao simultanea pelos dois processos.

Nao convém esquecer, contudo, que a inflamagéo & um mecanismo de defesa,
e 0 seu combate com anti-inflamatérios pode ser prejudicial. S6 nos casos em que
esta resposta ndo especifica do sistema imune é mais prejudicial do que benéfica &
que faz sentido o recurso a um anti-inflamatério. Habitualmente ensaia-se um AINE
durante uma semana, para avaliar tanto a eficacia como o grau de tolerancia.
Consoante os casos, pode ser necessario aumentar ou diminuir a dose ou proceder a
sua substituicdo, porque tanto a eficacia como a tolerabilidade variam de doente para
doente. De facto, existe uma grande variabilidade na resposta clinica aos AINEs entre
pacientes individuais [36]. Por exemplo, um doente pode néo tolerar um determinado

AINE e dar-se bem com outro composto quimicamente semelhante [35].

1.2.4. AINEs inibidores nao selectivos e selectivos da COX-2

Os AINEs inibidores selectivos da COX-2 foram desenvolvidos com o objectivo
de manter a eficacia dos nao selectivos, mas sem a sua capacidade de provocarem
efeitos colaterais gastrintestinais e renais. No entanto, todos os AINEs, mesmo os
inibidores selectivos da COX-2, sdo capazes de inibir, embora em variados graus,
tanto a COX-1 como a COX-2 [37].

Os AINEs tém um amplo espectro de acgdo e tem sido sugerido que as suas

diferencas, quer de eficacia, quer de tolerabilidade, sdo devidas, em parte, a
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diversidade observada nas suas propriedades fisico-quimicas (por exemplo,
constantes de acidez (pK,), solubilidade, coeficiente de particdo), que determinam a
sua distribuicdo no organismo. Geraimente, os AINEs sdo acidos organicos, sendo
esta propriedade importante para a farmacocinética, ulcerogenicidade gastrica e
famacodindmica, especialmente para a sua eficacia inibitéria na sintese de

prostaglandinas, uma vez que a carga negativa € um importante requisito estrutural

|
\
|
|
|
i
para que ocorra interacgdo com a ciclooxigenase [28]. Contudo, apesar desta
generalizagao, existem importantes diferengas nas propriedades fisico-quimicas dos
diferentes AINEs, que constituem, provavelmente, a base da sua maior ou menor
tolerabilidade.

Muitos dos farmacos inibidores nao selectivos da COX-2 e com menor
tolerancia gastrica sdo acidos carboxilicos que apresentam valores de pK, entre 3 e 5
e uma alteragao significativa da percentagem das formas presentes num determinado }
intervalo de pH [27, 34]. Consequentemente, alguns dos farmacos inibidores selectivos
da COX-2 com grupos sulfonamida ou sulfona apresentam valores de pK,
relativamente superiores (maiores que 5,5), o que pode contribuir para a sua menor
capacidade ulcerogénica, além da limitada capacidade de inibicdo da COX-1 na
mucosa gastrintestinal [34]. No entanto, as propriedades fisico-quimicas referidas
podem ndo ser, por si sO, suficientes para a compreensdo dos menores efeitos
adversos a nivel gastrintestinal, pois o etodolac, por exemplo, também apresenta uma
menor capacidade de produzir efeitos adversos a nivel da mucosa gastrica e € um
acido carboxilico [34]. Adicionalmente, € questionavel o facto de um inibidor altamente
selectivo para a COX-2 ter menor propensdo para provocar ulceragdo gastrica. De
facto, estudos mostraram que mesmo os AINEs inibidores selectivos da COX-2 sao
capazes de inibir significativamente a sintese da prostaglandina E,, em concentragbes |
encontradas in vivo [37]. Por outro lado, existem varios AINEs, como o ibuprofeno, que |
possuem uma apreciavel actividade inibitéria da COX-1, assim como da COX-2, e que ‘
tém uma baixa capacidade de conduzir ao aparecimento de ulceras gastrintestinais
[34, 52]. Neste contexto, as caracteristicas fisico-quimicas, assim como as acgdes
bioquimicas e celulares dos inibidores ndo selectivos da COX-2 com menor
capacidade ulcerogénica devem ser relevantes para a compreensdo da sua |
aparentemente menor ulcerogenicidade gastrintestinal. Deste modo, deve-se ter em
consideracdo as propriedades fisico-quimicas, que podem contribuir para uma maior
tolerancia a nivel da mucosa gastrica, independentemente da selectividade dos AINEs
para a COX-2 [34].
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Um aspecto intrigante sobre os diversos graus de toxicidade e actividade anti-
inflamatéria dos AINEs esta relacionado com o facto de ocorrerem nao apenas entre
compostos ndo relacionados estruturalmente, mas também dentro de uma mesma
classe quimica de AINEs [53, 54]. Os AINEs do grupo dos oxicamos, por exemplo, s&o
convencionalmente conhecidos como uma classe de farmacos altamente eficazes no
tratamento da artrite e em inflamagdes pés-operatérias [55], mas apesar das suas
semelhancas estruturais, apresentam diferentes efeitos bioldgicos. De facto, em
adicdo a elevada eficacia anti-inflamatéria, o meloxicam parece ter uma menor
capacidade ulcerogénica e apresenta uma menor irritagcdo local tecidular e gastrica
comparativamente a outros AINEs, incluindo outros oxicamos. Varios autores tentaram
demonstrar quais os factores que poderiam explicar a menor ulcerogenicidade
verificada para o meloxicam e outros AINEs inibidores selectivos da COX-2 [54, 56].
Alguns autores consideraram que a maior tolerabilidade poderia ser explicada
justamente pela capacidade desses AINEs inibirem preferencialmente a COX-2 [33,
57, 58]. Outros autores, considerando os grupos sulfona presentes no meloxicam e em
outros inibidores selectivos da COX-2, propuseram que os valores de pK, mais
elevados (maiores que 5,5) destes compostos (Figura 1.18), dos que o normalmente
apresentados pelos inibidores nédo selectivos da COX-2, poderiam contribuir para uma
menor irritacdo local da mucosa gastrica independentemente da selectividade para a
COX-2 ou menor capacidade de inibicdo da COX-1 do estémago [34, 59]. Contudo,
apesar das hipéteses propostas, outros anti-inflamatérios ou mesmo oxicamos, como
o piroxicam, o tenoxicam e o lornoxicam, apresentam esses mesmos grupos sulfona e
nao sao considerados AINEs inibidores selectivos da COX-2, nem apresentam maior
tolerancia gastrica do que os que n3o apresentam esses grupos [53].
Consequentemente, torna-se claro que a patogénese dos AINEs a nivel gastrintestinal
é complexa, havendo efeitos ndo mediados pelas prostaglandinas que conduzem a
danos, como o efeito topico, que pode resultar de uma interacgdo entre os AINEs e os
fosfolipidos das membranas e/ou da barreira hidrofébica da mucosa [34, 51, 60-63],
em adicdo aos efeitos locais e sistémicos causados pela inibicdo da enzima
membranar COX. Todavia, apesar dos precisos pormenores da relacdo entre as
propriedades fisico-quimicas e os efeitos dos farmacos ainda ndo estarem
completamente estabelecidos, ha indicagdes, particularmente em consideragdo a
susceptibilidade dos danos gastrintestinais, que estas propriedades fisico-quimicas
sao de maior importancia [34]. Assim, investiga¢des adicionais sao essenciais para

reconhecer todos os factores fisico-quimicos que estdo na base das interac¢des dos
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farmacos inibidores selectivos para a COX-2 comparativamente aos inibidores ndo
selectivos.

Convém ainda referir que os inibidores selectivos da COX-2 apresentam
eficacia terapéutica relativamente similar a AINEs ndo selectivos, por exemplo, no
tratamento da artrite reumatoide, o celecoxibe e o diclofenac apresentaram eficacia
analgésica e anti-inflamatéria similar e apesar do celecoxibe e de outros inibidores
selectivos da COX-2 causarem menos complicagbes gastrintestinais, outros efeitos
adversos mais proeminentes com o seu uso puderam ser observados, entre eles
urticaria, cefaleia, alergia (como edema da lingua) e insuficiéncia renal [31].
Adicionalmente, outros estudos cientificos demonstraram maior risco de
desenvolvimento de eventos cardiovasculares tromboticos com o uso do rofecoxibe,
incluindo enfarte do miocardio, angina instavel, trombos cardiacos e mesmo morte
subita [31].

<% &0

Celecoxibe Nimesulide
pK, > 5,5
o O
// \\ A,
\“'s ’
Rofecoxibe Meloxicam

Figura 1.18: Estrutura quimica dos AINEs selectivos da COX-2 (adaptado de [34]).
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Finaimente, o custo dos medicamentos & sempre de ponderar, sobretudo em
tratamentos de longa duragdo. De facto, com o objectivo de reduzir os efeitos
indesejaveis dos AINEs néo selectivos, os inibidores selectivos da COX-2 passaram a
ser amplamente usados. Contudo, o custo desses medicamentos &, por vezes,
bastante superior ao dos primeiros. A avaliagdo de custo/beneficio deve ser feita para
a tomada de decisdo de uso, justificado, primordialmente, em pacientes idosos (mais
propensos as reacgdes adversas gastrintestinais) e nos que tém antecedentes de
Ulcera ou hemorragia digestiva induzida por AINE.

Neste contexto, mesmo as Ultimas geragdes de anti-inflamatérios inibidores
selectivos da COX-2 apresentam ainda sucesso limitado, em virtude, principalmente,
dos seus efeitos colaterais. No entanto, gracas a descoberta de outras variantes da
ciclooxigenase, ao emprego da modulagdo molecular na obtengédo de compostos mais
selectivos e as novas aplicagbes para esses agentes, inclusive no tratamento do
cancro e da doenca de Alzheimer, o interesse nos AINEs permanece tao actual quanto

a 100 anos atras.

1.2.5. AINEs em estudo

A estrutura quimica dos AINEs estudados é apresentada na Figura 1.19, e em
seguida descrevem-se as suas principais caracteristicas.

Diclofenac (Voltaren® Cataflam® Flameril®, Diclofenac Merck® ...). O
diclofenac (acido [2-(2, 6-dicloroanilina)fenil] acético) apresenta-se como um po
amarelado e soltvel em agua. E um acido fraco, possuindo um valor de pK, igual a
3,99 [64]. Este AINE é rapidamente absorvido por via oral, obtendo-se os picos
plasmaticos 1 a 2 horas ap6s a administragdo e apresenta uma semivida curta (cerca
de 1 a 2 horas). E intensamente metabolizado no organismo, sendo os metabolitos
excretados pelo rim e pela bile, ndo se verificando acumulagdo em caso de
insuficiéncia renal. Liga-se as proteinas plasmaticas numa percentagem superior a
99%. O diclofenac usa-se na dose de 150 - 200 mg/dia, em 2 a 4 tomas, tendo-se
mostrado eficaz em situagdes inflamatérias crénicas, como a artrite reumatodide,
osteoartroses e em situagbes agudas como a crise gotosa e reumatismos
periarticulares. Os seus efeitos adversos sdo semelhantes aos de outros anti-

inflamatérios, predominando a irritagao digestiva [35].
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Piroxicam  (Feldene® ~ Reumoxicam  Medinfar®,  Flexar®  Piroxicam
Ratiopharm®...) e tenoxicam (Tilcotil®, Doxican®, Tenalgin® Tenoxicam Generis®...): O
piroxicam  (1,1-diéxido de  4-hidroxi-2-metil-N-2-piridinil-2H-1,2-benzotiazina-3-
carboxamida) e o tenoxicam (1,1-diéxido de 4-hidroxi-2-metil-N-2-piridinil-2H-tieno-1,2-
tiazina-3-carboxamida) apresentam-se como um pd amarelo, praticamente insoluvel
em agua. O piroxicam apresenta um valor de pK, igual a 1,86 e um pK,, de 5,46 e
para o tenoxicam os valores de pK, € pK,, sdo iguais a 1,07 e 5,34, respectivamente
[27, 28]. Os oxicamos sdo bem absorvidos no tubo digestivo e metabolizados em
grande extensdo no figado, ndo se observando elevagao dos niveis plasmaticos em
doentes com insuficiéncia renal. Sdo farmacos lentamente eliminados, com semivida
plasmatica bastante longa, em alguns estudos cerca de 48 horas, para o que contribui
a circulagdo entero-hepatico. Deste modo, estes medicamentos podem ser
administrados numa unica dose diaria. A toxicidade destes compostos € semelhante a
dos outros anti-inflamatérios nao esteroides.

Etodolac (Articulan® Dualgan® Sodolac®): O etodolac (acido 1,8-dietil-1,3,4,9-
tetra-hidropirano[3,4-bjindol-1-acético) apresenta-se como um p6 branco pouco soluvel
em agua. E um acido fraco, apresentando um valor de pK, igual a 4,65 [65]. O
etodolac é rapidamente absorvido por via oral. O pico sérico € obtido 1 hora apds a
administragcdo. Este composto liga-se as proteinas em grande percentagem (igual ou
superior a 99%), tendo uma semivida média de 6 a 7 horas. E eliminado
principalmente por via urindria e numa menor percentagem pela bilis. Como € um
inibidor selectivo da COX-2 apresenta maior tolerabilidade gastrica.

Indoprofeno (néo existe comercializado em Portugal [66]): O indoprofeno (acido
4-(1,3-di-hidro-1-oxo-2H-isoindol-2-il}-o-metilbenzenoacético) apresenta-se como um
p6é branco pouco soluvel em agua. Apresenta um valor de pK, igual a 4,25 [67]. E
rapidamente e quase completamente absorvido pelo tubo digestivo, liga-se
extensamente as proteinas plasmaticas, numa percentagem que pode atingir os 99%.
E intensamente metabolizado dando origem a compostos inactivos, os quais sdo
quase totalmente eliminados por via urinaria. Os seus efeitos adversos séao
semelhantes aos demais AINEs.

Clonixina (Clonix®, Algimate®): A clonixina (acido 2-(3-cloro-o-toluidina)
nicotinico) apresenta-se como um pd branco, solivel em agua. Apresenta uma boa
absorcdo oral e atravessa facilmente a barreira hemato-encefalica. Apresenta uma
baixa ligagdo as proteinas plasmaticas. Sofre metabolizagdo hepatica (30%) e
eliminagao renal (70% na sua forma intacta), estando contra-indicada em casos de
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insuficiéncia renal. A clonixina, por ser um anti-inflamatério ndo esteréide com uma
potente acgdo analgésica, € normalmente indicada em sindromes dolorosos de

qualquer etiologia, intensidade ou localizagao.

CH,COOH Cl H,C COOH
NH NH
/ o CH,
Cl
Diclofenac Etodolac
CH3 0O
N NH Cl CH
AN 3
| N——<: :>—<
Y COOH
COOH
Clonixina indoprofeno
O 20 OH O =
S\N /CH3 |
/ | X X
NH NH N
S = AN
| S/N\CH
OH 0O N VRN 3
= O/ 0
Tenoxicam Piroxicam

Figura 1.19: Estrutura quimica do diclofenac, etodolac, clonixina, indoprofeno, tenoxicam e
piroxicam.

1.3. INTERACGCAO FARMACO/LIPOSSOMA E SUA IMPORTANCIA

A accdo dos farmacos divide-se geralmente em duas fases: a fase
farmacocinética e a fase farmacodindmica. A fase farmacocinética compreende os
processos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo, enquanto que a fase
farmacodinamica inclui os processos bioldgicos envolvidos na interacgao dos farmacos
com os seus alvos de accdo, como receptores e enzimas. Assim, durante o trajecto de
uma substancia activa, desde o seu local de absorgao até aos locais onde a sua ac¢ao

sera exercida, é inevitavel a passagem de variadas barreiras lipidicas formadas pelas
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membranas celulares. As ligagdes ou interacgdes dos farmacos com os componentes
lipidicos da membrana podem ser responsaveis pela sua acg¢ao téxica ou podem,
igualmente, explicar o seu modo de acg¢ao, uma vez que estes farmacos podem actuar
a um nivel membranar ou podem ter que passar através de membranas antes de
atingirem um alvo intracelular. Deste modo, 0 mecanismo de ac¢éo dos farmacos que
actuam em receptores membranares parece integrar dois passos: 0 primeiro,
envolvendo a partigdo do farmaco na estrutura lipidica membranar e o segundo, a sua
orientagdo adequada para que ocorra ligagdo ao receptor. Neste modelo € evidente a
importancia da extensdo da ligacdo do farmaco a membrana lipidica, fenomeno
qguantificado pelo coeficiente de particdo, bem como a localizagdo e orientagao
adequada do farmaco na membrana, uma vez que devera ajustar-se, na posi¢ao
adequada, ao centro activo do receptor. Da interacgdo farmaco-membrana pode ainda
resultar uma alteracdo das propriedades fisico-quimicas da prépria membrana que,
por si sO, pode contribuir de uma forma directa para o seu mecanismo de ac¢ado ou,
consequentemente, originar uma alteracdo da actividade das enzimas membranares.
O conhecimento exaustivo da interac¢do dos farmacos com as membranas
lipidicas €, assim, crucial para a compreensao dos parametros de distribuicdo dessas
moléculas no organismo, bem como para o estabelecimento das relagdes entre as
suas propriedades fisico-quimicas e os parametros farmacologicos apresentados,
relagdes importantes no estudo € desenho de novos compostos com maior eficacia
terapéutica e com menores efeitos secundarios, a maior parte das vezes indesejaveis.
Neste contexto, a importancia do conhecimento das interacgbes de uma substancia
farmacologicamente activa com as membranas biolégicas deve-se, principalmente,
aos efeitos que estas podem exercer na sua eficacia terapéutica por condicionarem a
sua biodisponibilidade (relacionada com a concentragao suficiente no local alvo para
permitir actividade biolégica) ou por terem um papel primordial no seu mecanismo de
accao. Estas interacgbes dependem simultaneamente das propriedades das proéprias
membranas, determinadas pela respectiva composigdo, mas também das
propriedades fisico-quimicas e estrutura quimica dos proprios farmacos. Assim sendo,
a interacgao de um farmaco com a membrana depende da sua lipofilia que condiciona
igualmente a sua localizagdo. Na Figura 1.20 apresenta-se, de uma forma
esquematizada, as possiveis localizagdes de um farmaco na membrana. Assim, os
farmacos hidrossollveis podem localizar-se no interior ou exterior aquoso das
membranas ou estabelecer ligagdes electrostaticas ou idnicas com a zona interfacial,

enquanto que os farmacos lipossollveis podem localizar-se no nucleo hidrocarbonado
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das mesmas e estabelecer ligagdes hidrofébicas ou de Van der Waals, e, finalmente,
os farmacos anfipaticos podem dispor-se por forma a que a sua parte hidrofébica fique
perto das cadeias hidrocarbonadas dos fosfolipidos e a parte hidrofilica perto dos
grupos polares.

O estudo das interac¢des dos farmacos com as membranas biolégicas in vivo
apresenta, contudo, muitas dificuldades e complexidade. Assim, de modo a obviar
estes problemas, foram desenvolvidos numerosos sistemas destinados a ensaios in
vitro. Dos modelos desenvolvidos, os lipossomas mostraram ser uma das estruturas
mais adequadas, pois tém a capacidade de simular muitas das propriedades das

membranas celulares, além de serem de facil preparacgao e utilizagao.

Figura 1.20: LocalizagGes possiveis de farmacos ou outros compostos hidrossoluveis sem (1)
ou com estabelecimento de ligagbes electrostaticas ou iénicas (2), lipossoluveis (3) ou
anfipaticos (4) nas membranas fosfolipidicas (adaptado de [1]).

Os lipossomas tém sido usados em multiplos ensaios envolvendo AINEs,
nomeadamente para estudar os seus efeitos a nivel das propriedades das membranas
[24, 26, 68] e das suas propriedades antioxidantes [44, 69]. De facto, € bem sabido
que os AINEs, em geral, sdo capazes de sofrer particdo entre os fluidos bioldgicos e
as membranas bioldgicas, pelo que diversas técnicas tém sido sugeridas para
investigar o comportamento destes farmacos em membranas naturais e artificiais,

como os lipossomas. Com efeito, para que os AINEs exer¢cam a sua acgao inibitoria na
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sintese das prostaglandinas, por exemplo, estes farmacos necessitam de passar
através da membrana celular e, adicionalmente, penetrar no interior da membrana
endoplasmatica para alcangar a enzima COX. Adicionalmente, tem sido sugerido que
as variagdes, quer na eficacia, quer na tolerabilidade dos AINEs, sdo devidas, em
parte, as diferencas das suas propriedades fisico-quimicas (por exemplo, pK,,
solubilidade, coeficiente de particdo), que determinam, como referido anteriormente, a
sua distribuicdo no organismo [27]. Parece evidente que, qualquer que seja a
aplicagdo de lipossomas contendo AINEs, nomeadamente como modelos
membranares, é de extrema importancia o estabelecimento preciso das caracteristicas
e das consequéncias da interaccdo dos AINEs com os lipossomas ou membranas
celulares, quer a nivel da alteragédo das propriedades fisico-quimicas do farmaco, quer
do lipido.

Pelas questbes apresentadas, a determinagdo o mais completa possivel do
grau e do tipo de interacgdes que os AINEs possam estabelecer com os fosfolipidos
constituintes das biomembranas é fundamental para o exacto conhecimento do modo
de accéo, biodistribuicdo e efeitos secundarios apresentados por estes farmacos,
assim como na elucidagdo de como as diferengas intrinsecas entre as moléculas
podem ser relacionadas com os seus diferentes comportamentos in vivo. Para além
destas questdes farmacoldgicas, a nivel do desenvolvimento de novas formulagdes
farmacéuticas baseadas em fosfolipidos ou em lipossomas, a compreensido da
interaccdo dos AINEs em estudo com os lipidos & também de extrema importancia no

conhecimento das caracteristicas de encapsulacdo destes farmacos.
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CAPITULO 2. PREPARAGAO E CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

Neste capitulo descrevem-se as condi¢gdes experimentais gerais necessarias
para a realizagdo dos diferentes estudos efectuados com lipossomas. As condigbes
experimentais especificas de cada técnica serdo descritas nos capitulos a elas

respeitantes.

2.1. REAGENTES

Os anti-inflamatorios ndo esteroides clonixina e etodolac foram gentilmente
cedidos pelos laboratérios farmacéuticos Janssen-Cilag e Sofex Farmacéutica,
respectivamente. Os outros AINEs (diclofenac, piroxicam, tenoxicam e indoprofeno), a
fosfatidilcolina da gema de ovo (EPC), o redutor de Fiske e Subbarrow e o acido N-(2-
hidroxietil)piperazina-N'-etanessulfénico (hepes) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. O
dimetilsulféxido (DMSO) foi adquirido a Fluka. Os reagentes referidos foram utilizados
sem qualquer purificagdo adicional. Os restantes reagentes foram requeridos a Merck
e eram de qualidade p. a. (pro analysi).

Todas as solugdes foram preparadas com agua bidesionizada (condutividade
menor que 0,1 pScm™).

Os filtros de policarbonato com 100 nm de diametro (Nucleopore) foram obtidos

na Whatman.

2.2. PREPARAGAO DE LIPOSSOMAS DE EPC

Os lipossomas foram preparados pelo método classico de hidratagcdo do filme
lipidico [1]. A quantidade necessaria de EPC, dissolvida em cloroférmio-metanol (9:1),
foi evaporada a secura sob corrente de azoto, em rotagdo permanente e constante de

modo a formar um filme de EPC nas paredes do baldo de vidro de fundo redondo o
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mais fino e homogeneamente possivel, utilizando um rotavapor da marca Buchi R-200,
termostatizado com um banho Buchi B-490. O filme lipidico, assim obtido, foi deixado
durante pelo menos trés horas sob corrente de azoto, para retirar qualquer vestigio de
solvente organico. Ultrapassado este intervalo de tempo, o filme foi hidratado com
tampao apropriado em quantidade suficiente para originar uma concentragéo final de
aproximadamente 3 mM em EPC (excepto em alguns ensaios de oxidagio). Apds
agitacdo da mistura em vortice, foram formados os liposssomas multilamelares
(MLVs), os quais foram sujeitos a extrusdo para obtencdo dos lipossomas
unilamelares (LUVs).

A extrusdo foi efectuada num extrusor (Lipex Biomembranes Inc.) a
temperatura ambiente (superior a temperatura de transicdo de fase [1, 2]), utilizando
uma corrente de azoto a 250 bar. Para a obtencao de LUVs de diametro aproximado
de 100 nm, a dispersdo de MLVs foi sujeita a 10 passagens consecutivas através de
filtros de policarbonato com 100 nm de diametro (Nucleopore). A suspenséo de
lipossomas assim obtida apresentava um aspecto translicido de tonalidade branco-

azulada.

2.3. CARACTERIZAGAO DOS LIPOSSOMAS

As caracteristicas fisicas e quimicas dos lipossomas, tais como o tamanho,
potencial de membrana e estabilidade, sdo dependentes da composi¢éo e do método

utilizado na sua preparacao, pelo que € importante proceder a sua caracterizagao.

2.3.1. Determinagao do didmetro

O diametro dos lipossomas, assim como a sua homogeneidade, foi
determinado por espectroscopia de correlagdo foténica. Segundo este método, os
didmetros sdo determinados através da medi¢cdo da dispersdo de uma radiagao laser
incidente, provocada por parte das vesiculas em suspensdo. Uma vez que estas se
encontram em movimento, a disperséo da luz, ao longo do tempo, varia em fungéo do
coeficiente de difusdo (D) no meio de dispersdo. Assim, a intensidade da luz dispersa,
ao longo do tempo, varia tdo mais rapidamente quanto menores forem as vesiculas

em suspensdo, uma vez que particulas mais pequenas apresentam maiores

coeficientes de difusao. Este parametro, D, pode ser determinado analisando os sinais
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experimentais emitidos a diferentes tempos de amostragem. A partir do valor de D e
juntamente com os valores de temperatura (T) e da viscosidade do meio (n), €
possivel determinar o raio hidrodinamico (R) das vesiculas, através da equacdo de

Stokes-Einstein:

KT
6r R

D= 2.1)

em que K é a constante de Boltzmann e T a temperatura em kelvin (K).
O aparelho utilizado foi um Malvern Zeta Sizer 5000 equipado com uma
radiacéo laser hélio-néon de comprimento de onda de 633 nm como luz incidente, de 5

mW. A representacdo esquematica do aparelho pode ser observada na Figura 2.1.

Figura 2.1. Representacdo esquematica do equipamento usado para a determinagdo do
didmetro e potencial-zeta dos lipossomas: A - Fonte de raios laser; B - Lente; C - Célula
contendo a amostra; D - Fotomultiplicador; E - Computador.

Todas as medidas da luz dispersa foram realizadas num angulo (0) fixo de 90°
e & temperatura de 25°C, numa célula ZET 5104, constituida por um capilar cilindrico
de 0,4 mm de didmetro interno, submerso num banho de agua de temperatura
controlada por uma sonda com uma precisdo de 0,1°C. O valor do indice de refrac¢ao
do meio considerado para os calculos foi de 1,330 e o valor da viscosidade do meio foi
de 0,890 cP. A analise quantitativa da variagdo da intensidade da luz em fungéo do
tempo foi realizada com um correlador 7132 “multi-bit” com 256 canais, cada um

recolhendo e analisando dados a diferentes tempos de amostragem.
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Devido a sua homogeneidade de tamanhos e a sua esfericidade, os LUVs
proporcionam bons resultados com esta técnica de determinacdo do raio
hidrodindmico de particulas, sendo a espectroscopia de correlagido fotonica uma
técnica muito difundida para analise deste tipo de vesiculas [3].

O tamanho médio dos LUVs preparados por extrusao foi de 133 + 5 nm (média
e desvio padrdo), a um valor de pH igual a 7,4 e de 129 + 7 nm (média e desvio
padrdo), a um valor de pH igual a 3,0. Cada medida do tamanho das particulas
corresponde a média de 10 leituras da mesma amostra. Os resultados mostram que
ndo houve variagdo do tamanho do didmetro dos lipossomas nos diferentes valores de
pH considerados.

Para além da determinagdo do tamanho das particulas, foi possivel calcular o
valor do indice de polidispersdo, que é indicativo do grau de heterogeneidade da
amostra no que respeita ao tamanho. Assim, quanto maior o intervalo de diametros
entre os quais se situa o diametro médio, ou seja, quanto maior o desvio padréo, maior
serd o indice de polidispersdo, cujo valor varia entre 0,0 e 1,0. Os valores de
polidisperséo obtidos com as amostras a um valor de pH igual a 7,4 ou 3,0 foram
iguais a 0,09, o que significa que as varias populagdes de lipossomas preparadas para
os diferentes estudos eram muito homogéneas em termos de didametro. De facto, uma
amostra que apresente uma polidispersdo menor que 0,1 é considerada monodispersa
[4].

2.3.2. Determinagao do potencial-zeta

A determinagcdo do potencial-zeta foi efectuada no mesmo equipamento
descrito no estudo do diametro (Malvern Zeta Sizer 5000) e fornece informagdes
acerca do potencial de membrana das vesiculas lipossémicas. Este estudo baseia-se
na medicdo da mobilidade electroforética das vesiculas fosfolipidicas, a partir da qual

é possivel calcular o valor de potencial-zeta (Figura 2.2), pela equagdo de Henry:

2 ¥ f(xa)
3n

(2.2)

He

onde p. € a mobilidade electroforética, W o potencial-zeta, € a constante dieléctrica,

f (xa) a funcéo de Henry e 1 a viscosidade do meio.
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Potencial
ile Stern

Figura 2.2: Representagdo esquematica da dupla camada de cargas a superficie de uma
particula aniodnica (membrana biolégica ou modelos de membrana).

Para a medicdo da mobilidade electroforética, recorreu-se a utilizagdo da
mesma célula descrita na determinagao do didmetro dos lipossomas, que possui dois
eléctrodos que criam, pela aplicagdo de uma voltagem maxima de 400 V, uma
diferenca de potencial de 80 V/cm, na qual se movimentam as particulas em
suspensdo (Figura 2.3). A velocidade de deslocamento das particulas nesse campo

eléctrico depende da respectiva carga.

Figura 2.3: Representacdo esquematica de uma célula ZET 5104 usada para a determinagdo
do potencial-zeta de uma amostra de um lipossoma carregado negativamente e dos padrdes
das barras de interferéncia.

A medicdo de potencial-zeta efectuada por este equipamento é baseada no
efeito de Doppler (“‘Laser Doppler Electrophoresis”), ou seja, na alteragdo da
frequéncia sofrida pela luz dispersa por uma particula em movimento. Este efeito &
usado para medir a velocidade da particula, mas como a frequéncia da luz é

demasiado elevada (10" Hz), a sua alteragdo deve ser medida recorrendo-se a uma

técnica interferométrica, usando as barras de interferéncia causadas pelo cruzamento
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de dois raios laser oriundos de uma mesma fonte e seguindo trajectos similares. Os
dois raios laser perpendiculares cruzam-se num determinado ponto da célula ZET
5104, formando barras de interferéncia, cujo espagamento € conhecido. As barras de
interferéncia encontram-se representadas na Figura 2.3.

As particulas em movimento interagem com as barras, causando a disperséo
da luz de uma forma que depende da velocidade das particulas. A luz dispersa €
medida pelo fotomultiplicador focado para um ponto de confluéncia dos lasers e a
contagem de fotées permite a elaboracdo de um espectro de frequéncia a partir do
qual a mobilidade e, consequentemente, o potencial-zeta das particulas pode ser
calculado.

Um refinamento deste sistema consiste na modulagdo de um dos raios laser
com um espelho oscilante, o que permite fazer oscilar o padréo das barras com uma
determinada frequéncia de modulagao (geralmente 1000 Hz). Esta oscilacéo permite
efectuar leituras da velocidade das particulas com maior exactidao e permite, também,
a medida do potencial de particulas que apresentam carga nula, ndo se movendo no
campo eléctrico. A eliminagdo da polarizagdo dos eléctrodos € conseguida por
reversdo ciclica do sinal do campo eléctrico aplicado e a eliminagdo do aquecimento
da amostra por corte da voltagem eléctrica entre cada ciclo.

Como a propria parede da célula apresenta carga, que origina uma dupla
camada idéntica & observada para particulas carregadas, quando a aplicagédo do
campo eléctrico se faz sentir, forma-se uma corrente de ides ao longo do capilar, junto
a parede. Como a célula é fechada e o fluido € ndo compressivel, gera-se uma
corrente compensatéria de sentido contrario no centro do capilar. O perfil das
correntes resultante é parabdlico, sendo estas correntes adicionadas a velocidade
adquirida pela particula sujeita a electroforese. Nos pontos onde as duas correntes se
anulam, esse efeito ndo se faz sentir, denominando-se esses pontos por camadas
estacionarias. As determinagdes foram efectuadas numa dessas camadas onde a
electro-osmose apresentada pelo solvente é igual a zero.

Para a determinacéo dos valores de potencial-zeta foi necessaria a introdugéo,
no programa informatico de aquisigéo e tratamento de resultados, dos valores das
seguintes constantes fisicas: indice de refracgdo do meio igual a 1,330, viscosidade
igual a 0,890 cP e constante dieléctrica igual a 79,0. Todas as medidas foram
realizadas a temperatura de 25,0 + 0,1°C, correspondendo cada valor obtido & média

de 10 valores experimentais.
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Na Tabela 2.1 apresentam-se os valores de potencial-zeta de lipossomas de

EPC obtidos a valores de pH iguais a 3,0 e 7 ,4.

Tabela 2.1: Valores do potencial-zeta de lipossomas de EPC a diferentes valores de pH.

pH Potencial-zeta (mV)
3,0 155+ 0,7
7.4 -1,4+ 0,1

Como é possivel observar na Tabela 2.1, o potencial-zeta das membranas de
EPC a um valor de pH igual a 7,4 revelou-se ligeiramente negativo, como o descrito
por Kraayenhof ef al. [5]. A um valor de pH igual a 3,0, o potencial-zeta dos lipossomas
de fosfatidilcolina tornou-se positivo devido a protonagéo do grupo fosfato, adquirindo
a molécula carga positiva devido ao grupo colina [6]. O pK, do grupo fosfato é
aproximadamente 2 [7], pelo que a um valor de pH igual a 3,0 a proporgéo de
protonagdo deste grupo € muito significativa, cerca de 90,9%, apresentando a

fosfatidilcolina uma carga positiva.

2.3.3. Verificagdo da estabilidade

Ao longo do tempo, os lipossomas podem sofrer diversos tipos de alteragbes,
que podem ser divididas em fisicas, quimicas e biolégicas. Fisicamente, os lipossomas
podem sofrer agregagao, fusdo e ruptura membranar, dependendo da constituicdo
lipidica, bem como do meio envolvente. A verificagdo da estabilidade fisica dos
lipossomas foi efectuada através da avaliagdo do didmetro médio das vesiculas, ao
longo do tempo.

Estudos realizados com diversas amostras de lipossomas (LUVs) guardadas,
ao longo de varios dias, a 4°C e a 25°C permitiram verificar que os LUVs sdo muito
estaveis fisicamente: quando mantidos a temperatura de 4°C n&o apresentaram
alteracéo do diametro médio ao fim de 5 dias; quando armazenados a temperatura
ambiente apresentaram um aumento de diametro médio de 10% ao fim do mesmo

tempo.
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Quimicamente, os fosfolipidos que constituem os lipossomas podem sofrer dois
grandes processos degenerativos: hidrélise e oxidacao [1]. A oxidagéo dos fosfolipidos
acontece preferencialmente com os fosfolipidos polinsaturados, como €& o caso da
fosfatidilcolina. Essa oxidagdo da-se, na auséncia de oxidantes especificos, via um
mecanismo de radicais livres. A presenga de oxigénio, luz e temperaturas elevadas
intensificam o processo, pelo que foi importante a protec¢do dos lipossomas contra
estes factores. A hidrélise dos fosfolipidos origina lisofosfolipidos e acidos gordos
livres, que parecem possuir a capacidade para interactuar com a membrana,
contribuindo para a sua instabilidade fisica e aumentando a sua permeabilidade [2].
Além disso, os produtos resultantes das reacgbes de hidrolise apresentam maior
solubilidade em agua que os seus precursores fosfolipidicos, promovendo uma
aceleragéao dos processos de degradagao posteriores, visto diminuirem o valor do pH
do meio. Este processo de degradagdo quimica €, assim, fortemente afectado pelo
valor de pH do meio e também pela temperatura, enquanto a forga iénica parece néo
ter influéncia neste processo [2].

A hidrélise dos fosfolipidos ocorre em menor extensdo para valores de pH do
meio proximos da neutralidade [2], pelo que este processo degradativo pode ser
minimizado conservando as suspensdes dos lipossomas a baixas temperaturas (4°C)

e a um valor de pH igual a 7,4.

2.4. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE EPC

Devido as perdas de lipido, passiveis de ocorrer durante o processo de
preparacdo dos lipossomas, tornou-se necessario proceder a determinagéo da
concentragao final de EPC.

A concentracdo de EPC foi determinada pelo método do fosfomolibdato
modificado [8]. O método referido baseia-se na mineralizagao do fosforo presente nos
fosfolipidos a fosfato inorganico, usando como agente oxidante o acido perclorico a
70%. Assim, a 500 uL de amostra devidamente diluida, de forma a apresentar uma
concentragéo igual ou inferior a 250 M, era adicionado 0,4 mL de &cido perclorico a
70%, em tubos graduados de piréx de fundo cénico. Esta mistura era incubada a
180-200°C durante 1 hora num banho de areia, de modo a ocorrer a mineralizagdo das
amostras. Apds arrefecimento das amostras a temperatura ambiente, o fosfato era

convertido em acido fosfomolibdico, por adicdo de uma solugdo acida de molibdato de
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amonio (4,6 mL, 1,78 mM) e posteriormente reduzido pelo reagente redutor de Fiske &
Subbarrow (0,2 mL, de uma solugdo de 0,8 g de reagente em 5 mL de agua
bidesionizada), a 100°C durante 7 min, a azul de molibdénio. A intensidade da cor azul
das solugdes, apds arrefecimento a temperatura ambiente, foi, entdo, medida
espectrofotometricamente a 830 nm. A concentragdo das amostras foi calculada por
interpolacdo numa curva de calibragdo preparada extemporaneamente e cujos
padrdes de fosfato monopotassico (KH,PO,) com concentragdes compreendidas de 0
a 0,3 mM, preparados por diluicdo de uma solugdo mais concentrada, sofreram os

mesmos procedimentos descritos para as amostras.

2.5. PREPARACAO DAS SOLUGCOES CONTENDO AINES

As solugdes mais concentradas dos farmacos designadas por “solugbes-mae’
foram preparadas por dissolugdo de uma determinada massa de farmaco em pé no
tampao apropriado, em agua ou etanol.

As “solugbes-mae” dos farmacos foram filtradas por filtro com 0,45 uM de
diametro de poro. Posteriormente, as concentragdes de farmaco nas solugdes filtradas
foram determinadas, apés diluigo adequada, por determinagdo da absorvéncia de
UV/Vis e interpolacdo do valor de absorvancia obtido numa curva de calibragéo
construida para o efeito. Esta curva de calibragéo foi feita usando solugdes padrao do
farmaco em questéo, obtidas a partir de diluicdes de uma solugdo mais concentrada,
que foi preparada por dissolugdo de uma quantidade, rigorosamente pesada, desse
farmaco no mesmo solvente (tampéao, agua ou etanol).

Por vezes, foram também preparadas “solucdes-mae” dos AINEs piroxicam,
tenoxicam e etodolac em tampdo suplementado com 1% (V/V) em dimetilsulféxido
(DMSO), quando se pretendia obter uma concentragdo superior & que € possivel obter
apenas em tampéo. Contudo, mesmo usando este solvente binario, que permitia uma
maior solubilizagdo dos farmacos, procedeu-se da forma anteriormente descrita para a
determinagdo da concentracdo de farmaco. Deve-se, no entanto, referir que a
percentagem de DMSO usada néo provoca qualquer alteragéo no comportamento das

membranas lipidicas [9].
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2.6. PREPARAGAO DAS AMOSTRAS CONTENDO LIPOSSOMAS E AINES

As amostras constituidas por LUVs e os farmacos em estudo foram preparadas
por um método denominado incubagdo. Neste método de preparagdo, a suspensdo
contendo os lipossomas num determinado tamp&o foi adicionada a uma solugéo de
farmaco no mesmo tampao. Esta suspensdo resultante era diluida com o mesmo
tampao de forma a obter-se a concentracdo desejada de farmaco e EPC. Em seguida,
era deixada a incubar durante um intervalo de tempo e a um valor de temperatura de
acordo com os varios meétodos utilizados, ao abrigo da luz, para promover o

estabelecimento do equilibrio de particdo farmaco/LUV. |
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CAPITULO 3. AVALIACAO DA INTERACGCAO DE
ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES COM
LIPOSSOMAS

3.1. INTRODUGAO

Os anti-inflamatétios néo esterdides (AINEs) sdo os farmacos mais usados na
terapéutica para o tratamento de doengas que evoluem com dor, febre e inflamacgéo.
Este grupo de farmacos, quimicamente heterogéneo, apresenta como principal
mecanismo de acg¢do a inibicdo da sintese de prostaglandinas, pela inibigdo da enzima
ciclooxigenase (COX) [1, 2]. No entanto, este ponto de vista, geralmente aceite, tem
sido posto em causa, devido a continua descoberta de que os AINEs afectam uma
vasta variedade de processos celulares, os quais também possuem crucial
importancia para as suas acges terapéuticas e efeitos secundarios indesejaveis. De
facto, embora o reconhecimento da acgdo diferencial de novos e estabelecidos AINEs
na actividade da ciclooxigenase afectando a produgdo de prostaglandinas
inflamatorias (pela COX-2) e aquelas que séo fisiologicamente importantes (pela
COX-1) possa ser significativo para os processos inflamatérios e fisioldgicos
dependentes desses mediadores, tem sido verificado que as doses necessarias para
inibir a reacgdo inflamatoria sdo maiores que as precisas para causar a inibigdo da
sintese das prostaglandinas. Assim, os AINEs parecem também exercer a sua ac¢éo
anti-inflamatoria por outros mecanismos complementares ndo menos importantes [3,
4]. Essa variedade de fungdes incluiu, por exemplo, modificagdes da actividade de
outras enzimas membranares como a lipoxigenase, das fungbes celulares
membranares, na libertagdo de enzimas lisossomais, na agregagao e adeséo dos
neutréfilos, na fluidez da membrana, assim como, a inibicdo da fosforilagio oxidativa
na mitocéndria e também a inibigdo da geracédo ou a captagdo de espécies reactivas

de oxigénio (como anido superoxido, radical hidroxilo, peréxido de hidrogénio e acido
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hipocloroso) [5-9]. Adicionalmente, os AINEs mostraram ser capazes de inibir a
proliferacdo celular, de alterar a regulagdo do ciclo celular e de induzir a apoptose em
linhas celulares cancerigenas, por um mecanismo independente da inibicéo da sintese
das prostaglandinas [5]. Assim, apesar das acgdes terapéuticas e téxicas dos AINES
ainda ndo estarem completamente estabelecidas ha, no entanto, uma evidéncia
consensual de que a respectiva afinidade lipidica & de maior importancia para explicar
o mecanismo de accdo dos farmacos. De facto, dependendo do seu caracter
hidrolipofilico, os AINEs podem estar distribuidos, em maior ou menor extensao, entre
as fases membranar e aquosa. Essa distribuicdo condiciona a concentragéo dos
mesmos em cada fase e controla a sua penetragéo no interior da membrana e/ou as
interaccdes com os fosfolipidos ou com outros componentes membranares, como a
enzima COX [10]. Assim, a determinagdo das interac¢bes farmaco/membranas
biolégicas e a medigdo de algumas propriedades fisico-quimicas, tais como as
constantes de acidez e hidrofobobicidade, sdo passos fundamentais no que respeita a
avaliacdo da eficacia destes farmacos. Contudo, & necessario ter sempre presente que
o modo de accdo de um farmaco depende da sua estrutura quimica e das suas
propriedades fisico-quimicas, as quais lhe conferem a capacidade de interagir com
sistemas biolégicos, como receptores, proteinas, membrana celular, entre outros. Com
efeito, seria de prever que moléculas estruturalmente semelhantes apresentassem
eficacias terapéuticas idénticas. No entanto, apesar de intrigante, esta relagdo nem
sempre se verifica, uma vez que diversos graus de toxicidade e actividade anti-
inflamatoria ocorrem n&o apenas entre compostos estruturalmente n&o relacionados,
como também dentro de uma mesma classe quimica de AINEs [11, 12].

Para os AINEs poderem exercer o seu efeito terapéutico, necessitam de passar
variadas barreiras lipidicas, formadas pelas membranas celulares, e atingir o local alvo
numa concentragdo suficiente que permita a actividade biolégica. De facto, resultados
obtidos em diversos estudos permitem apontar para a hipétese de que a interacgao
ndo especifica de certos farmacos com a membrana faz parte do seu processo de
accao. Neste contexto, a membrana celular, de composi¢éo fosfolipidica, € um sistema
de particular importancia para a acgio farmacolégica, uma vez que os parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos estdo, de uma forma geral, dependentes da
capacidade de interacgdo de um farmaco com esta estrutura. Assim, para o
conhecimento do mecanismo de acgdo e dos efeitos adversos dos AINEs constitui

grande importancia o estudo da interacgéo destes farmacos com as biomembranas.
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A complexidade, o numero e diversidade de factores envolvidos e operantes
num mesmo fendmeno que ocorre na membrana celular, faz com que os estudos
fisico-quimicos nem sempre possam ser faciimente compreendidos e realizados in
vivo, usando sistemas celulares. Desta forma, e numa primeira fase, podem utilizar-se
sistemas in vitro, que simulem pequenas partes desses sistemas complexos. A partir
da informacéo retirada com estes sistemas podem usar-se sistemas de maior
complexidade, numa continua aproximagéo dos sistemas biolégicos reais, de forma a
obter dados que possam ser extrapolados para situag¢des in vivo.

O conhecimento quimico das estruturas membranares tem permitido, de uma
forma progressiva, desenvolver e aperfeicoar modelos cada vez mais harmonizados
com as fungdes de mimetizagdo dos processos mediados pelas membranas. Dos
diversos modelos de biomembranas desenvolvidos, os lipossomas foram as estruturas
que mostraram ser mais adequadas e que melhor ilustravam a interacgdo dos
farmacos com as membranas celulares. Para além disso, o seu manuseamento é mais
facil e mais reprodutivel do que a utilizagdo de células ou tecidos animais, ja que os
lipossomas podem ser facil e homogeneamente preparados, e as suas propriedades
fisicas bem caracterizadas. Assim, neste estudo utilizou-se lipossomas unilamelares
(LUVs) de fosfatidilcolina da gema de ovo (EPC) como modelos das biomembranas.
Adicionalmente, sendo os LUVs referidos constituidos por lipidos naturais apresentam
o ambiente quimico e anisotrépico observado nas membranas que pretendem
mimetizar.

Neste trabalho, o estudo da interacgdo dos AINEs com os lipossomas
compreendeu quer a quantificacdo dessa interaccdo, quer o conhecimento da
localizagdo dos mesmos nas membranas. Para além destes aspectos fundamentais
para a compreensdo do mecanismo de acgdo destes farmacos, outros, ndo menos
importantes, avaliaram os efeitos resultantes dessa interacgéo nas propriedades fisico-
quimicas das membranas lipidicas, nomeadamente no potencial e na fluidez da
membrana. '

A extenséo da interacgéo do farmaco com a membrana lipidica foi quantificada
pelo coeficiente de particdo lipossoma/solugdo aquosa (Kp) [13-15]. O coeficiente de
particdo de um soluto é definido como a razéo, no equilibrio, entre as concentragdes
do soluto em duas fases imisciveis por entre as quais o soluto pode partilhar [16].
Contudo, a IUPAC define o coeficiente de particio em termos de actividades e a

correspondéncia para concentragdes & denominada por razédo de particdo, mas dada a
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pratica comum na literatura do termo coeficiente de particdo adoptou-se esta
nomenclatura nesta dissertacao.

A determinagdo do valor do coeficiente de particdo, como anteriormente
referido, é fundamental para o discernimento da farmacocinética e farmacodinamica
dos farmacos. Com efeito, valores de K, elevados (> 10%) aumentam a probabilidade
de o farmaco interagir com o receptor por uma via transmembranar ou a possibilidade
de penetrar a uma profundidade adequada na membrana lipidica, de modo a que se
possa difundir até ao local activo.

Tradicionalmente & usado o coeficiente de particdo octanol/agua (Ks) como
medida da hidrofobicidade dos compostos. No entanto, o sistema octanol/agua apenas
constitui um bom modelo para a determinacdo da interaccdo farmaco/membrana
guando as interacgbes polares entre o soluto e a bicamada lipidica sdo minimas ou
inexistentes. De facto, enquanto que para farmacos relativamente hidrofébicos este
modelo mimetiza razoavelmente a particao solvente/membrana, para substancias com
grupos polares nem sempre se obtém uma boa correlago. Isto porque as membranas
biolégicas, constituidas por uma bicamada de fosfolipidos, apresentam uma zona
interna de natureza apolar e duas zonas externas de natureza polar, pelo que as
interacgées das membranas com os farmacos séo mais complexas do que é sugerido
pelo modelo simplista de calculo do K, Por esta razdo, tornou-se necessario o
desenvolvimento de métodos alternativos para a caracterizagéo de farmacos capazes
de estabelecer interacgbes electrostaticas com os grupos polares das membranas,
uma vez que o octanol, como referido, apenas serve de modelo para interac¢des
apolares [17]. Deste modo, a determinagdo do coeficiente de particdo
lipossomal/solucéo aquosa fornece indicagdes mais fidveis sobre o grau de interaccdo
de um farmaco com as biomembranas, sendo estes modelos biomiméticos capazes de
mimetizar os variados ambientes membranares, desde a superficie polarizada até ao
seu interior lipofilico. Do mesmo modo, os lipossomas mimetizam as interacgbes
idnicas, dipolo-dipolo, hidrofébicas e as ligagdes de hidrogénio, que definem a particdo
nas verdadeiras biomembranas [18, 19]. Por outro lado, o facto do octanol ser
relativamente téxico e poluidor (duas vertentes opostas a ideia de quimica verde)
ditam a sua cada vez maior inaplicabilidade neste tipo de estudos.

Neste trabalho, o K, foi determinado por diferentes técnicas experimentais,
nomeadamente por espectrofotometria derivativa de ultravioleta/visivel (UV/Vis), pela
determinacgéo do potencial-zeta e por desactivagcédo de fluorescéncia. A determinagao

do coeficiente de particdo por estas diferentes metodologias baseou-se na avaliagéo
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de modificagbes nas propriedades de um dos diferentes componentes do sistema,
devido a interaccdo do AINE com a membrana lipidica. Assim, enquanto a
espectrofotometria derivativa se baseou na variagdo das propriedades do farmaco, a
determinagdo do potencial-zeta avaliou a modificacdo da carga superficial da
membrana e, finalmente, a desactivagdo de fluorescéncia teve por base a variagao
das propriedades de uma terceira molécula incorporada no sistema, designadamente
de uma sonda de fluorescéncia. Pelo referido, € possivel concluir que a alteragdo de
apenas uma das propriedades fisico-quimicas de um dos componentes do sistema em
equilibrio ou de uma terceira molécula que se adicione a esse, ou ainda a sua
globalidade (como variagbes das propriedades termoquimicas) é suficiente para se
poder proceder a determinagdo do coeficiente de particdo.

Os métodos utilizados neste trabalho ndo recorrem a técnicas de separagéo de
fases, como filtragdo, centrifugacdo e dialise, sendo o K, determinado directamente
nas suspensdes, nas quais o farmaco na membrana se encontra em equilibrio com o
farmaco livre em solugdo. Deste modo, estes meétodos, relativamente aos que
determinam a concentracdo do soluto numa e noutra fase isoladas, tém a vantagem
de permitir efectuar as medidas sem interferéncia nos equilibrios estabelecidos.

A determinacgéo do coeficiente de particdo de um AINE entre as pseudo-fases
aquosa e lipidica por espectrofotometria derivativa UV/Vis baseia-se na variagéo das
caracteristicas espectrais do farmaco, quando este se encontra em meios com
polaridades diferentes. Essas variagbes podem manifestar-se tanto em alteragbes da
absortividade molar () como no comprimento de onda maximo de absor¢ao (Amax) [14].
Neste estudo, esta metodologia foi utilizada para determinar o coeficiente de particao
lipossoma/solugdo aquosa dos anti-inflamatérios diclofenac, clonixina, piroxicam,
tenoxicam, etodolac e indoprofeno, a um valor de pH igual a 7,4 e dos AINEs clonixina
e diclofenac a valores de pH iguais a 3,0 e 10,3. Adicionalmente, a espectrofotometria
derivativa de UV/Vis foi utilizada na quantificagio da interacgdo entre a clonixina e o
diclofenac e lipossomas de EPC contendo na sua constituicio colesterol em diferentes
proporgdes (aproximadamente 10 e 40%), a um valor de pH igual a 7,4.

A utilizagao de diferentes valores de pH permitiu proporcionar condigbes para
que diferentes proporgbes das formas carregadas ou neutras dos farmacos se
encontrassem em equilibrio. De facto, a caracterizagao quimica dos equilibrios que se
estabelecem, quer de ionizagdo, quer de particdo, constitui uma importante informagéo

em estudos sobre o modo de acgédo e biodistribuicdo dos farmacos. Por outro lado,

como as interacgbes dos farmacos com as biomembranas dependem da composigao
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quimica das proprias membranas, além das propriedades fisico-quimicas dos
farmacos, pode-se preparar lipossomas introduzindo na sua estrutura diferentes
constituintes para além dos fosfolipidos, nomeadamente colesterol ou mesmo enzimas
membranares. Os lipossomas, assim preparados, constituem sistemas de maior
complexidade, numa continua aproximagao dos sistemas biologicos reais e permitem
o estudo de como determinado constituinte presente nas biomembranas afecta a
particdo dos farmacos. Neste contexto, incluiu-se nos lipossomas de EPC, constituidos
por fosfolipidos naturais, colesterol para analisar a influéncia deste componente
natural na partilha dos AINEs diclofenac e clonixina.

O papel do colesterol nas membranas € bem conhecido: aumenta a ordem
lipidica acima da temperatura de transigdo de fase gel-sélido/cristal-liquido e reduz a
ordem lipidica para valores inferiores a esse mesmo valor de temperatura. Portanto, o
colesterol é conhecido como um modelador da fluidez, pois, como referido, exerce
uma pequena acgao fluidificante quando as moléculas se encontram no estado de gel-
solido e, pelo contrario, um efeito marcado no aumento da organizagdo molecular
quando se encontram no estado de cristal-liquido. Com efeito, o aumento da
concentracdo de colesterol nas bicamadas provoca um alargamento gradual do
intervalo de temperaturas a que ocorre a transi¢do de fase ou o seu desaparecimento
quando a razdo molar colesterol/fosfolipido é de 50% [18, 20]. O colesterol reduz,
consideravelmente, a permeabilidade das bicamadas fosfolipidicas que se apresentam
fludas a temperatura ambiente, aumentando, adicionalmente, a sua estabilidade e
diminuindo a mobilidade das moléculas presentes. De facto, o colesterol &, por vezes,
usado para reduzir a difusdo dos farmacos hidrossoluveis para o exterior das vesiculas
transportadoras desses, bem como para aumentar a estabilidade desses
transportadores na corrente sanguinea [18]. Com efeito, devido as propriedades
demonstradas pelo colesterol presente nas membranas, praticamente todas as
membranas artificiais contém colesterol numa concentragdo até 50%. Encontra-se
descrito que com aproximadamente 50% de colesterol, a membrana encontra-se
saturada e com percentagens molares superiores torna-se instavel [18]. Assim, neste
estudo, avaliou-se a interaccéo dos farmacos clonixina e diclofenac com lipossomas
unilamelares de EPC possuindo na sua constituigdo aproximadamente 10 ou 40% de
colesterol.

A interaccdo de farmacos com os lipossomas de EPC foi também avaliada pela
determinacdo do potencial de membrana, aquando da particdo de espécies

carregadas, a um valor de pH igual a 7,4 [21]. Deste modo, esta metodologia além de
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possibilitar a caracterizagéo das propriedades electrostaticas da membrana induzidas
pela particdo de um farmaco possuidor de carga na membrana, que, como sera
descrito posteriormente, constitui um pardmetro fundamental dada a relevancia
biologica das propriedades de superficie da bicamada lipidica, permite tambem a
quantificagdo dessa interacgao.

A interaccdo de moléculas de farmaco carregadas com as membranas
celulares altera o potencial de superficie da membrana, o qual, por sua vez, também
controla a particdo dos farmacos [21, 22]. Como resultado, um aspecto importante no
estudo da actividade de um farmaco possuidor de carga, como a maioria dos AINEs, €
a influéncia da sua concentragdo no potencial de superficie da membrana, uma vez
que para baixas concentracdes este efeito é praticamente insignificante e pode ser
negligenciado, mas para concentragbes elevadas a sua particdo na membrana é
marcadamente afectada pelo potencial de superficie. Por este motivo, & crucial a
quantificacdo do efeito dos AINEs no potencial de superficie membranar. Esta
metodologia foi utilizada para determinar o coeficiente de parti¢éo lipossoma/solucéo
aquosa dos anti-inflamatérios diclofenac e clonixina, uma vez que os valores de
potencial-zeta determinados sdo relacionaveis com a concentragéo de farmaco na
interface membrana/solucéo aquosa. Consequentemente, os coeficientes de parti¢éo,
calculados a partir dos valores do potencial-zeta, tém por base a concentragéo das
moléculas na interface, enquanto que as outras técnicas, aqui referidas para a
determinacdo deste mesmo parametro, baseiam-se na concentragédo do composto no
seio da solucdo. Deste modo, a comparagdo dos resultados fornecidos pelas
diferentes metodologias permite verificar se os dados de partida considerados
(concentracdo dos compostos na interface ou no seio da solugéo) influenciam
significativamente os valores de K,, ou seja, se os resultados assim obtidos sdo ou
néo concordantes.

Finalmente, a caracterizacdo quantitativa da interacgdo farmaco/membrana foi
efectuada com base na desactivacao de fluorescéncia de uma sonda exogena. Nesta
metodologia, a incorporagdo no sistema de uma molécula lipofilica, que apresenta
uma elevada intensidade de fluorescéncia no meio lipidico e nula no meio aquoso,
permite, no caso de haver uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da
molécula fluorescente (fluoréforo) provocada pelo farmaco em andlise, quantificar o
farmaco presente no meio lipidico. Assim, neste trabalho, para a determinagéo do K,

dos AINEs diclofenac, clonixina, piroxicam e tenoxicam, a um valor de pH igual a 7,4,
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utilizou-se uma sonda da série n-AS (acido n-(9-antroiloxi)-estearico; n = 2 ou 12), as
quais tém sido extensamente utilizadas para a determinagéo deste parametro [15, 23].

A desactivacdo de fluorescéncia foi ainda utilizada para fornecer indicagdes
acerca da localizagio do farmaco na membrana. De facto, como a desactivacéo de
fluorescéncia apresenta uma boa razao sinal/ruido, tem sido considerada a técnica de
eleicéo para a quantificagdo e localizacdo de compostos em sistemas membranares.
Adicionalmente, € uma das técnicas mais promissoras nas areas da quimica, biologia
e medicina. As principais razées da sua expansao resultam da elevada sensibilidade,
permitindo o estudo de amostras in vivo e in vitro em condi¢des biolégicas naturais.

O conhecimento da localizagdo membranar dos farmacos e a sua orientacdo
possui grande importancia, especialmente quando estes actuam directamente nas
membranas ou interactuam com moléculas ai localizadas, tais como receptores ou
enzimas, como é o caso dos AINEs. Este estudo permite, assim, um conhecimento
mais aprofundado do modo de acg¢do dos farmacos, contribuindo para o
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas mais potentes, mais selectivas e
detentoras de menos efeitos secundarios.

Neste estudo utilizou-se um dos métodos indirectos mais usados para inferir
acerca da localizagdo de um soluto em modelos membranares, membranas naturais e
células. Com efeito, o estudo da localizagdo membranar pode efectuar-se,
fundamentalmente, através de dois tipos de métodos distintos: directos e indirectos.
Nos métodos directos a localizagéo é avaliada por técnicas como difraccdo de raios-X,
RMN, entre outros, enquanto que nos métodos indirectos mede-se uma determinada
propriedade que, depois, é relacionada com a localizagéo dos solutos, por exemplo, as
propriedades de sondas de localizagdo membranar rigorosamente conhecida, cuja
alteracdo por acg¢do do farmaco permite inferir acerca da localizagdo deste na
membrana.

A utilizagdo de uma série de sondas estruturalmente semelhante, contendo o
mesmo grupo fluorescente ligado a diferentes posicdes de um esqueleto
hidrocarbonado, permite ainda, por comparacdo da eficacia de desactivacdo da
fluorescéncia obtida para cada uma das sondas, concluir acerca de quao
profundamente se situa o farmaco na bicamada. Assim, no estudo de localizagdo dos
AINEs diclofenac, clonixina, tenoxicam, piroxicam, etodolac e indoprofeno, a um valor
de pH igual a 7,4, foram usadas sondas da série n-AS (n = 2, 6, 9 e 12) (Figura 3.1).
Na Figura 3.1 é possivel observar que as sondas n-AS (a cinza claro) inserem-se na

membrana com a cadeia estearoil paralela as cadeias de fosfolipidos (representadas a
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cinza escuro) e o grupo 9-antroiloxi perpendicular ao plano da membrana,
localizando-se na sonda 2-AS perto da parte polar da bicamada (a uma distancia de
16,8 A do centro da bicamada lipidica), na 12-AS mais profundamente (a uma
distancia de 7,5 A do centro da bicamada lipidica) e nas restantes sondas em posigao

intermédia [24].
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Figura 3.1:. Estrutura quimica das sondas n-AS (n = 2, 6, 9 e 12) e sua localizagdo na
membrana. (A) corresponde ao grupo S-antroiloxi.

Para além de estudos de particdo e localizagdo, & ainda fundamental, como
referido anteriormente, que a interacgdo dos farmacos com as membranas seja
avaliada pela determinagdo do potencial de membrana [21]. De facto, as membranas
celulares apresentam carga, devido a presengca de componentes ionizados (como
lipidos, glicolipidos e glicoproteinas) na sua constituicéo e pela ligagéo ou adsorgéo de
moléculas carregadas a sua superficie. A interacgao dos farmacos com as membranas
e a consequente alteragdo do potencial de superficie resultante pode afectar diversos
processos regulatorios, nomeadamente a condugdo de estimulos eléctricos,
fenémenos de permeabilidade idnica, de interaccdo membranar, de ligacao de solutos,
ou alteragdo da actividade de enzimas membranares, como a fosfolipase A, e da
integridade estrutural dos componentes da membrana [10, 25-28]. Estas alteragbes
podem trazer consequéncias a nivel da acgdo dos farmacos, podendo explicar, pelo
menos parcialmente, os seus efeitos a nivel da fisiologia da dor e da inflamagao. De
facto, segundo diversos autores o mecanismo de acgao de anestésicos locais parece
estar relacionado com a alteracdo da permeabilidade da membrana [29, 30] e efeitos

na condutancia de ides em membranas foram também encontrados em estudos com
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anti-inflamatérios [31, 32]. Adicionalmente, tem sido referido que um dos eventuais
factores provocadores de lesGes a nivel do estdmago pelos AINEs esta relacionado
com a falha na integridade estrutural, provocada pela alteracdo da intensidade ou da
carga superficial dos fosfolipidos protectores da mucosa gastrica [33, 34]. Pode-se,
assim, compreender que as alteragbes da carga, consequentes da interac¢do do
farmaco com a membrana, poderdo conduzir a inibicdo de determinados processos
referentes a sua actividade terapéutica e a indugdo de outros, como os efeitos
colaterais. Neste contexto, além da determinagdo do potencial-zeta permitir a
quantificagdo da concentragao na interface de farmacos possuidores de carga ligados
a membrana, como referido anteriormente, também possibilita a caracterizagéo das
propriedades electrostaticas membranares induzidas por essa interac¢gdo. Assim, o
efeito dos AINEs diclofenac, clonixina, piroxicam, tenoxicam, etodolac e indoprofeno
nas propriedades electrostaticas de lipossomas foi determinado por estudos de
microelectroforese, a partir dos quais é possivel o calculo do potencial-zeta, a um valor
de pH igual a 7,4. Adicionalmente, os valores de potencial-zeta dos lipossomas de
EPC foram também determinados a um valor de pH igual a 3,0, na presenca de
concentragdes crescentes de clonixina e diclofenac para avaliar a alteragdo da carga
na membrana que poderia ocorrer, por exemplo, ao nivel da mucosa gastrica.

Uma primeira abordagem para o estabelecimento de possiveis contribui¢cdes
electrostaticas da interaccdo de farmacos com lipossomas pode, no entanto, ser

fornecida pela combinagéo do coeficiente de particdo e constantes de acidez (Figura
3.2).

Ka1
AH, A, +H, solugao aquosa
| |
K K .-
IL PAR H PA Membrana
Ka2
AHm — A-m +Hm

Figura 3.2: Esquema da particdo membrana/solugdo aquosa de um farmaco com
caracteristicas de acido fraco (AH). AH representa a forma neutra e A" a forma desprotonada
do composto, cada uma com o seu coeficiente de particdo especifico (Ko € Kpa,
respectivamente). Os subscritos a € m indicam as espécies na solugdo aquosa e na membrana
e Ka1 e Ky as constantes de acidez do composto AH na fase aquosa e lipidica.
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O conhecimento das propriedades acido-base e da hidrofobicidade dos
farmacos permitem, entdo, prognosticar o efeito da particdo destes nas propriedades
eléctricas da bicamada fosfolipidica e, consequentemente, contribuem para uma
melhor compreens&o do seu mecanismo de acgao e efeitos adversos. Deste modo, e
uma vez que pouco tem sido descrito sobre o comportamento acido-base e lipofilia da
clonixina, foram determinadas as suas constantes de acidez. A constante de acidez do
diclofenac foi também determinada nas mesmas condigdes experimentais.

Na literatura estdo descritos varios processos para a determinacdo das
constantes de acidez, como a espectrofotometria UV/Vis, potenciometria, fluorimetria e
calorimetria. Destes, 0os mais comummente utilizados sdo os dois métodos
primeiramente referidos, devido a serem facilmente exequiveis. Assim, neste trabalho
a determinacdo das constantes de acidez foi realizada por espectrofotometria de
UV/Vis, escolha que foi condicionada pelo sistema em estudo, designadamente pelas
propriedades quimicas das substancias que os constituem (solubilidade e alteragao do
espectro de absorgao em fungéo do valor de pH).

Para além dos aspectos quimicos da interaccdo dos farmacos com as
membranas biolégicas, € também necessario atender aos aspectos fisicos dessa
interacgdo. As membranas biologicas exibem uma estrutura global comum, altamente
dindmica e fluida, a qual permite a preservagédo de todas as suas fung¢des bioldgicas.
Os lipidos nas membranas das células a temperatura corporal estdo no estado de
cristal-liquido, que é um estado parcialmente ordenado, mas ao mesmo tempo flexivel
que permite movimentos aos seus componentes. A microviscosidade em cada folheto
da bicamada lipidica pode assim determinar o grau de penetragao de solutos e a taxa
de difusdo lateral de proteinas da membrana. Por conseguinte, a regiao
hidrocarbonada da bicamada lipidica pode ter um papel significante na determinagéo
de interacgbes proteina-lipido, além de constituir a matriz hidrofébica na qual as
proteinas de membrana se inserem. Portanto, qualquer modificagdo da estrutura
lipidica da membrana alterard as propriedades membranares e podera afectar o
funcionamento da célula. Os farmacos capazes de provocar alteragdes na fluidez
membranar poderdo ser responsaveis por mudangas nas propriedades cataliticas
observadas em enzimas membranares, por alteragdes da actividade dos receptores
ligados @ membrana e da permeabilidade dos canais de ides responsaveis pela
homeostasia das células [6]. Adicionalmente, tem sido sugerida uma relagdo entre a
capacidade dos farmacos em alterarem a fluidez da membrana e a sua actividade
antioxidante [35-37].
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A estrutura da membrana parece, entdo, ser importante ndo s6 para as
caracteristicas de permeabilidade da membrana e interac¢do de moléculas exdgenas,
como também para a acgdo de moléculas endogenas acopladas a membrana
(proteinas, receptores, canais) e nos mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos
farmacoldgicos exibidos por uma variedade de farmacos. Neste contexto, os estudos
de fluidez da membrana mostraram ser importantes para o esclarecimento quer de
mecanismos biolégicos, quer de condigées patolégicas, como inflamagéo crénica,
cancro e doencgas cardiovasculares [6-8, 35, 38-40].

A fluidez da membrana pode ser avaliada por diferentes métodos, como
calorimetria diferencial de varrimento, anisotropia de fluorescéncia, polarizagio
generalizada de Laurdan e estudos de perda da carboxifluoresceina. No entanto, a
técnica mais largamente utilizada é a anisotropia de fluorescéncia de estado |
estacionario, uma vez que associada a sua facil execugdo estd uma grande
sensibilidade. De facto, existem numerosos estudos, na literatura cientifica, acerca da
influéncia dos farmacos na fluidez membranar por determinacdes de anisotropia de
fluorescéncia [41-43].

A anisotropia de fluorescéncia fundamenta-se na determinagdo do grau e da
extensdo da rotagdo difusional do fluoréforo (sonda) durante o tempo de vida do |
estado excitado. Pequenas alteragbes na rigidez da matriz envolvente da sonda
produzem alteracbes no movimento rotacional da sonda e, como tal, provocam

alteragbes na anisotropia. Assim, uma vez que a anisotropia de fluorescéncia de

W
estado estacionario mostrou ser Util na monitorizagdo das alteragdes estruturais nas
biomembranas, foi utilizada neste estudo para avaliar os efeitos dos farmacos na
fluidez da bicamada lipidica de LUVs de EPC, usando uma série de sondas n-AS (n = ‘
2, 6, 9 e 12). Com efeito, as sondas n-AS tém sido largamente utilizadas nos estudos
de avaliacado da fluidez da membrana em modelos membranares ou biomembranas
[44]. Complementarmente, esta série de sondas, como possui 0 mesmo grupo
fluorescente posicionado a diferentes profundidades da bicamada (Figura 3.1),
possibita o estudo do “gradiente de fluidez” da membrana. No entanto, apesar desta |
técnica ter-se mostrado uma ferramenta valiosa no estudo das propriedades fisicas
das membranas, €& necessario considerar correc¢gdes apropriadas aos dados
experimentais, devendo as medidas de anisotropia ser corrigidas para a variagcdo do

tempo de vida do estado excitado do fluoréforo, para evitar interpretagées ambiguas.
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3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1. Determinagido das constantes de acidez por espectofotometria
UViVis

A determinagdo espectrofotométrica das constantes de acidez € um método
que se baseia na observagdo das mudangcas espectrais devidas a
protonagao/desprotonagdo de uma molécula. No entanto, para que possam ser
visualizadas essas alteragdes nos espectros de absorgdo, &€ necessario que ao local
onde ocorra a perda ou ganho de H* (catido de hidrogénio) se encontre associado um
grupo cromoforo. Caso isto ndo acontega, o espectro de absorgéo da molécula nao
variara com o valor de pH e, deste modo, esta técnica ndo podera ser utilizada para a
determinacdo das constantes de acidez da molécula em questdo. Contudo,
ultrapassada esta limitagdo, a espectrofotometria UV/Vis é o método mais
comummente utilizado para a determinagdo das constantes de acidez de substancias
pouco sollveis em agua e quando os valores dessas constantes séo particularmente
altos ou baixos, isto €, menores que 2 ou maiores que 11 [45].

O espectro de absorgado obtido perto do valor de pK, corresponde a soma das
contribuicdes das formas protonadas e desprotonadas, se a concentragdo de
composto usada se encontrar dentro dos limites de concentragbes onde a lei de
Lambert-Beer se verificar. Portanto, as variagdes espectrais véo permitir calcular a
razdo das concentragdes entre as formas protonada e desprotonada dos compostos,
devendo as determinagdes ser efectuadas num intervalo superior a 4 unidades de pH
em torno do valor de pK, [46]. Deve-se, no entanto, referir que as constantes de acidez
calculadas referem-se a constantes de equilibrio estequiométricas. De acordo com as
recomendacbes propostas pela IUPAC, é usual a determinagdo de constantes de
equilibrio estequiométricas num meio iénico inerte cujo electrélito de suporte possui
uma concentracdo superior, de pelo menos cem vezes, as das espécies em estudo,
visto que a maior parte das reacgdes de equilibrio com interesse pratico, seja na area
biolégica ou noutra, como por exemplo, na alimentar ou na ambiental, ocorrem na
presenca de uma determinada quantidade fixa de electrélitos inertes [47-49].

O calculo das constantes de equilibrio a partir de dados espectrofotométricos

baseia-se na seguinte equagao [50]:
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Abs, =1} ¢, C,) | (3.1)

onde | & o percurso optico, &, a abortividade molar da espécie x ao comprimento de
onda A, ¢, a sua concentracdo e Abs, a absorvancia ao mesmo comprimento de onda.
Esta equagéo nao € mais do que a lei de Lambert-Beer generalizada.

A relagdo entre a constante de acidez e os valores de absorvancia do sistema

pode ser traduzida por:

Abs, — Abs,
Abs, —Abs,

pK, =pH-log (3.2)

onde Abs, é a absorvancia em condi¢des de pH proximas do valor de pK,, Abs; refere-
se a absorvancia da forma protonada e Abs; a da forma desprotonada [51]. A relagéao
definida pela equacdo 3.2 permite a transformagao linear da fungéo Abs = f(-log [H'])
e, consequentemente, permite o cdlculo da constante de acidez de um sistema
simples. Este e outros métodos de regressao linear sdo frequentemente usados na
obtencédo de valores de pK, por espectrofotometria de ultravioleta/visivel, mas acabam,
geralmente, por ser ultrapassados pelos métodos de regressdo nao linear, como o

utilizado no programa de caiculo pHab usado neste trabalho [50].

3.2.2. Determinacéo do coeficiente de partigao
3.2.2.1. Espectrofotometria derivativa

A determinagdo do K, usando a espectrofotometria derivativa baseia-se na
variagdo das caracteristicas espectrais (absortividade molar, €, e/ou comprimento de
onda de absorgdo maximo, Ans) do farmaco, quando este se localiza em meios com
caracteristicas polares distintas [14]. O recurso a espectrofotometria UV/Vis apresenta
bastantes vantagens, pois ndo s6 a maioria dos compostos possui propriedades
espectroscopicas faciimente mensuraveis, que dependem da natureza quimica do
meio e s&o proporcionais a concentragdo do composto em cada uma das fases, como
por outro lado, a sua sensibilidade permite o uso de concentragdes semelhantes as

encontradas em sistemas naturais. Contudo, a presenga de microestruturas
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(lipossomas) de tamanhos nao negligenciaveis causa dispersao da luz, principalmente
a comprimentos de onda inferiores a 300 nm, traduzida pelo aumento da linha de base
do espectro de absorgdo. Este aumento da absorvancia é apenas aparente, pois &
resultado da diminuicdo da quantidade de luz que atinge o detector. A dispersao de luz
é um problema comum em analise espectrofotométrica de amostras farmacéuticas e
bioldgicas e pode ser de dois tipos [52]: dipersdo de Rayleigh, que ocorre quando as
particulas sdo pequenas comparativamente ao comprimento de onda (1) e que é
inversamente proporcional a quarta poténcia de A, e dispersao de Tyndall, que ocorre
quando as particulas sdo grandes e que é inversamente proporcional ao quadrado de
A.

Estas interferéncias espectroscépicas, bem como a absorvancia das proprias
microestruturas, dificultam grandemente a analise das variagdes da absorvancia do
soluto. A subtraccdo de um branco € sempre uma primeira operagao para reduzir este
efeito, no entanto, normalmente, ndo oferece resultados satisfatérios. De facto, as
interferéncias espectrais s6 sao diminuidas ou mesmo anuladas apds a derivagao dos
espectros de absorgio registados. Neste contexto, a espectrofotometria derivativa
permite a eliminagdo de interferéncias causadas pelos sistemas organizados, dificeis
de anular em espectrofotometria de ordem zero, sem a necessidade de se recorrer a
técnicas de separacdo de fases, que podem conduzir a alteracdo do equilibrio
estabelecido pelo soluto entre os dois meios “imisciveis”. Com efeito, dos métodos
desenvolvidos para eliminar a perturbagao causada pela dispersao de luz sem recorrer
a técnicas de separacgdo, a espectrofotometria derivativa € um dos mais eficientes e de
mais facil aplicagdo [52]. Assim, existem numerosos exemplos de utilizagdo desta
técnica analitica na literatura [13-16, 21, 563-55].

A espectrofotometria derivativa possibilita uma melhor resolugdo dos sinais
espectrais por diminui¢cdo da largura das bandas, evidenciando detalhes espectrais e
facilitando a determinacdo do valor do comprimento de onda correspondente a
maxima absor¢ao (Amax). Permite ainda a resolugdo de bandas espectrais sobrepostas
ou distorcidas por interferéncias, o desdobramento de espectros compostos e facilita a
deteccdo de bandas de absorcao afectadas pela presenga de impurezas, diminuindo
ou mesmo anulando interferéncias espectrais como a dispersao de luz. Finalmente,
possui uma elevada capacidade na analise de misturas, permitindo a determinagéao
simultanea da concentragdo de varias espécies em solugao [13, 14, 53, 54]. Pode ser
usada nao s6 em espectrofotometria UV/Vis, como também em espectroscopia de

infravermelho, de absorcéo atdmica, de emissdo em chama e fluorimetria [56].
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Ha, no entanto, que referir que a utilizagdo da espectrofotometria derivativa
apresenta como desvantagem a diminuigdo da razdo sinal/ruido que se torna mais
acentuada com 0 aumento da ordem de derivagcado, embora esta diminuigao possa ser
atenuada com a regularizacao (“smoothing”) dos espectros derivados [56].

O coeficiente de particdo molar lipossoma/agua (K;) é definido como a razao
das concentragdes do soluto ([A]) na fase membranar (m) e na fase aquosa (a). Sendo
Nm € N, 0 numero de moles de soluto na membrana e na solugdo aquosa,

respectivamente, K, pode ser expresso matematicamente por [21, 57

nm
— [A]m _ Am (33)

R

em que [A]n representa a concentragdo de farmaco na membrana, considerando o

volume de lipido (V) e [Al, a concentragao de farmaco livre em solugdo, considerando
o volume da fase aquosa (V,). O coeficiente de particdo pode ainda ser relacionado
com as concentragdes analiticas [An] € [A.l, tendo por base o volume total da

suspensao, pela seguinte equagao [21, 57]:

[An] AL

/ARSI

(3.4)

onde [L] & a concentracdo de lipido e V, o volume molar lipidico. Para a lecitina,
fosfolipido usado neste trabalho, V, = 0,688 L.mol”" e a massa molar média é igual a
700 g.mol™ [58].

Atendendo a definicido de coeficiente de particdo e considerando que a
absorcdo de um farmaco, nas condicdes em que é valida a lei de Lambert-Beer, numa
suspensao contendo lipossomas com diferentes concentragdes de lipido, &€ dada por:
Abs; = Abs,, + Abs,, onde Abs, & a absorvancia do farmaco que se encontra na
membrana e Abs, € a absorvancia do farmaco na agua, pode ser obtida a seguinte

expressao que permite o calculo do valor d K, [13, 14, 59]:
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(Abs,, —Abs,)K, [L]V,
14K, L]V,

(3.5)

Abs; = Abs, +

Uma expresséo formalmente idéntica pode ser usada para a determinagdo do

K, apés a derivagdo dos espectros, substituindo Abs pela sua derivada,
Ay = (d"Abs)/(d7\") [569-61]:

(Agm — Ada) Ky [L] V.
Ag =Aga + : et : (3.6)
14K, [L]V,

O calculo dos valores de K, é efectuado pelo ajuste da equagéo 3.6 aos dados
obtidos experimentalmente (Ay versus [L]) para uma determinada concentragdo de

farmaco, por um método de regressao nao linear.

3.2.2.2. Determinagéo do potencial-zeta

Os compostos que se encontram ionizados a um determinado valor de pH,
alteram as propriedades electrostaticas da superficie das membranas quando
interactuam com elas. Consequentemente, o potencial (zeta) membranar pode ser
determinado para diferentes concentragdes de farmaco para avaliar o coeficiente de
particio do composto na membrana. A determinagdo do potencial-zeta ({) pode ser
usada para o calculo do potencial de superficie (o), 0 qual, por sua vez, permite o
conhecimento do valor da densidade de carga superficial (c). Finalmente, o valor de o
torna possivel a determinagdo do valor do nimero de moléculas adsorvidas por
unidade de area (c*), que pode ser relacionado com o equilibrio de particdo do
farmaco através de uma isotérmica de Langmuir. Contudo, a extrapolagdo do
potencial, fornecido pelo potencial-zeta, a uma distancia de aproximadamente 2,0 Ada
superficie membranar [22] para o de superficie ndo constitui uma tarefa trivial. No
entanto, para um sistema possuindo apenas ides monovalentes ou bivalentes a teoria
de Gouy-Chapman-Stern pode ser utilizada para extrapolar os valores experimentais

e, assim, obter os valores relativos ao potencial de superficie [21, 22, 62-64].
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O modelo de Gouy-Chapman assume que a carga superficial da membrana
esta acumulada perto da sua superficie, observando-se uma variagao exponencial da

carga com a distancia a superficie [28, 64], como se pode observar na Figura 3.3.

Potencial de Stern

mV i 1
4 1 %) Potencial Zeta
0 !

Figura 3.3: Representagdo esquematica da dupla camada eléctrica a superficie de uma
particula anidnica (por exemplo, lipossomas de EPC) e do perfil do potencial da membrana
com a distancia a superficie, segundo a teoria de Gouy-Chapman.

1
!
.« — Potencial de superficie
\
|
\
|
|
Uma explicagdo sucinta do representado na Figura 3.3 serd fornecida em
seguida. Assim, a Figura 3.3 apresenta a dupla camada eléctrica, que consiste num
sistema electricamente neutro e compreende a camada de Stern e a camada de
\
Gouy-Chapman ou camada difusa, a superficie de uma particula com carga. A
camada de Stern é constituida pelos contra-ibes firmemente adsorvidos a interface e

suas moléculas de hidratacéo, formando a parte fixa da dupla camada, que se estende
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da superficie da particula ao plano de Stern, como se observa na Figura 3.3. Pelo
contrario, a camada de Gouy-Chapman ou camada difusa & constituida pelos
contra-ides nao firmemente adsorvidos a superficie, bem como co-ides e respectivas
moléculas de hidratacdo. O plano de Stern separa, de acordo com o referido, a
camada de Stern e a camada de Gouy-Chapman. Deste modo, a camada difusa
inicia-se no plano de Stern e €, teoricamente, ilimitada. No entanto, como o seu
potencial varia muito rapidamente com a distancia a superficie, considera-se a sua
espessura dada por 1/x, que equivale a distancia na qual o potencial decresce na
razao 1/e (carga do electrdo). Como a espessura da camada fixa (Stern) € geralmente
pequena (menor que 1 nm) em comparagao com 1/k, este valor pode ser considerado
como igual a espessura inteira da dupla camada [64].

Quando uma particula coloidal se move como resultado da aplicagdo de um
campo eléctrico, a camada fixa e algumas moléculas de solvente da camada difusa
movem-se com ela como uma unidade. O limite externo desta unidade é denominado
superficie de corte ou plano de corte ("shear plane"), também assinalado na Figura 3.3
[64]. O potencial da superficie de corte & denominado potencial-zeta ou electrocinético,
porque determina a velocidade do movimento da particula no campo eléctrico [64] e €
calculado a partir da medida da mobilidade electroforética (equagéo 2.2 do capitulo 2).

A teoria de Gouy-Chapman, contudo, ndo considera a capacidade dos ides
interactuarem com os grupos polares da membrana, sugerindo que os ides com igual
valéncia produziriam o mesmo potencial-zeta e potencial de superficie nas bicamadas
fosfolipidicas. O efeito ignorado pela teoria de Gouy-Chapman foi considerado por
Stern originando a teoria de Gouy-Chapman-Stern, que contabiliza efeitos
electrostaticos e de ligagao.

A extensao de distribuigdo de um composto entre a fase aquosa e a membrana
lipidica (K,) pode ser determinada a partir dos valores de potencial-zeta usando uma

isotérmica de Langmuir [21, 22, 65]:

o, =K, oh A/ ] (3.7)
oan =Ky Omax [AH;] (3.8)
o\ =K o [AT] (3.9)
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onde c;,, Oay © s, correspondem ao numero de moléculas carregadas

negativamente, neutras e totais adsorvidas por unidade de area, o, © numero
maximo de moléculas para cada uma ou para a totalidade das formas de uma
molécula referidas adsorvidas por unidade de area e [Ai‘ ] [AH,] e [A,T] representa a
concentracdo de moléculas carregadas, neutras e totais na interface, respectivamente.

*

A € Opy [AT] e igual ao

Adicionalmente, o parametro G;T é igual a soma de ¢
somatorio das concentragées das espécies carregadas e neutras. No entanto, o
coeficiente de particio aparente K; necessita de ser transformado em K,, para poder

ser relacionado com os valores de coeficiente de particdo obtidos nas outras
metodologias (espectrofotometria derivativa UV/Vis e desactivacdo de fluorescéncia)
utilizadas neste trabalho para a determinagao deste mesmo parametro. O valor de K,

pode ser determinado pela utilizagdo da seguinte férmula [21]:

K K >([L]aA +nL]a, (3.10)
[Anlan +[L]a,

onde [A ]é a concentragdo de farmaco na membrana, a, € a_ a area molecular do

farmaco e do lipido, respectivamente, e n a razao molar maxima lipido:farmaco.
Segundo a teoria de Gouy-Chapman-Stern [21, 22, 62-64] acerca da dupla

camada eléctrica difusa, o potencial electrostatico a uma distancia x da membrana

(¥,), para uma solugdo constituida apenas por ides monovalentes ou bivalentes, pode

ser descrito pela expressao [22, 62]:

_2KT [1+ o exp(- x x)]
e [1-aexp(-xx)

(3.11)

X

onde k representa a constante de Boltzmann (1,38066 x 102 JK), T a temperatura
absoluta (K), e a carga do electrdo (1,602 x 10™"° C), « o reciproco do comprimento da
dupla camada (a espessura da dupla camada é quantificado por 1/x), e a, que &

dependente do valor de Wy, € definido como:
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ex (8%]4
p
_ \2ZKT) (3.12)

O valor de « é dado pela seguinte equacao [21, 22]:

%

2

c_| 2" CN (3.13)
g go KT

sendo N o nimero de Avogadro (6,02205 x 10% mol™), C a concentragio total de
espécies carregadas em solugao, & representa a constante dieléctrica da agua (78,54
a 25°C) e g, a permitividade do espago livre (8,85419 x 1072 J'C*m"").

Resolvendo a equagéo 3.11 em ordem a o, obtem-se uma expressdo (3.14)

que permite a determinagéo do valor de o correspondente a ‘Vy.

exp(i \PX] -1
2kT (3.14)

exp(- x x)lrexp(i WXJH}

o =

2KkT

De facto, se forem conhecidos os valores de ¥ a uma distancia x a partir da
superficie, é possivel o calculo dos valores de o, 0 que ndo era viavel pela equagao
3.12. Adicionalmente, pode-se observar que para um dado valor de T e concentragao
total, o depende apenas de ¥, e que para um dado ¥, o seu valor torna-se constante.
Deve ser, no entanto, salientado que esta equacéo, apesar de similar a equagéo 3.12,
relaciona o com os valores experimentais de ¥ e ndo com os de Vy. Deve ainda ser
relembrado que este método baseia-se na equagado 3.11, e, deste modo, apenas pode
ser aplicado a ides monovalentes ou bivalentes.

Obviamente, o valor de ¥, esta relacionado com « por (resolvendo a equagao

3.12 em ordem a ‘Py):

¥, :£|n1+oc
e 1-a

(3.15)
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e, por conseguinte, € possivel calcular ¥, se o valor de ¥ a uma distancia x da
superficie for conhecido.

Foi demonstrado que os valores de potencial-zeta ({) correspondem ao
potencial a uma distancia de 2 A da superficie da membrana [21, 22], assim { = ¥, no
qual ¥, indica o valor de ¥ a x = 2 A. Usando os valores de ¥, e deixando x =2 A na
equacao 3.14, é possivel obter o, e a partir da equagdo 3.15 o valor de Y.

Assim, os valores de potencial-zeta permitem estimar o valor de ¥y, os quais,
por sua vez, possibilitam a determinacdo da densidade de carga superficial na
membrana, ¢. A determinagdo deste Ultimo parametro é importante para o calculo do
Ko, pois, como sera descrito posteriormente, esta relacionado com o valor de c*, cujo
conhecimento é necessario. '

A relacao entre ¢ e ¥, pode ser obtida pela equacido de Grahame, referida por

varios autores no tratamento da ligagdo de espécies idnicas a membranas [21, 63, 65]:

Y
o= {ZOOOsrsoRTZCi(exp(—_%] - 1” (3.16)

onde R é a constante dos gases perfeitos (8,31441 JK'mol”") e F a constante de
Faraday (9,64846 x 10 Cmol'). C; denota a concentragdo dos ides em solugo,
devendo ser incluidos no somatério todos os ibes presentes. Se a membrana é
inicialmente neutra, o corresponde a concentragao superficial de ides adsorvidos [29].
Como apenas as formas carregadas da molécula que se ligam a membrana é

que afectam o valor de ¥, se este valor é conhecido, a aplicagdo da equacao 3.16

fornece ¢, e consequentemente € possivel calcular c; . De facto, o parametro o,

pode ser expresso em numero de moléculas carregadas por unidade de area,

denominado, como referido anteriormente, por o, através da féormula [21]:

oN (3.17)

c =—

F

tendo N e F a mesma conotacgdo que a explicitada em equacgdes anteriores.

O valor de o, pode ser obtido através de uma equacdo andloga a equagéo de

Henderson-Hasselbalch [65]:

110



Interacgdo AINE/lipossoma

*

A (3.18)

- 10PH-PKn

. c
G AH

onde K, é a constante de acidez para o composto ligado.

Os valores de o, podem ser obtidos tendo em conta a observagéo de que,

para todos os farmacos e para todas as concentragdes de lipido, os valores de o
aumentam com a concentracdo total de farmaco, mas tornam-se constantes a
elevadas concentragées de farmaco. Este comportamento pode ser descrito pela

seguinte isotérmica de adsorc¢ao [21, 66]:

_ K[AT]

0
14K, [AT]

(3.19)

na qual 0, o grau de saturagdo, € dado por 0 = c /G:nax e K, representa a constante

de ligagdo, uma vez que a interacgdo de qualquer composto A com a membrana
lipidica pode também ser considerada como um equilibrio de ligagao. Adicionalmente,
o conhecimento do numero maximo de moléculas carregadas por unidade de area,
6., PEMMIte 0 calculo da razdo molar maxima lipido:farmaco (ambas as formas), n,

o qual é independente da concentragéo de lipido [21] e necessario para o calculo do
Ko:

. 1

max —

(3.20)

G JE—
a, +na,

Pelo referido até ao momento, a determinagdo do valor de potencial-zeta

permite a determinagéo de Yo, e, deste modo, o calculo ndo apenas de o, € o

mas também de [Ai'], como sera descrito em seguida. De facto, como a concentragao
da forma neutra de farmaco (AH) nao é afectada pelo potencial de membrana, deve
ser aproximadamente igual a concentragdo na fase aquosa, e deste modo
[AH;]=[AH,]. Contudo, a particdo de espécies carregadas negativamente, A", vai
levar a uma carga na membrana que ir4 repelir ibes com a mesma carga e,

consequentemente, no equilibrio, a concentragdo da forma carregada na interface,
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[A;], serd menor que na fase aquosa, [A;]. Uma vez que apenas o farmaco na
vizinhangca da membrana pode estabelecer equilibrio de particdo, o valor de K, &

calculado usando [Ai‘], que pode ser obtida usando a equagao de Boltzmann [29]:

(e [A;]exp(%] | (3.21)

na qual F, R e T apresentam os significados usuais e z é a carga do ido. Para
determinar o valor de [A( ] € necessario saber o valor de [A;], 0 qual pode ser

determinado pela equagao de Henderson-Hasselbach [21]:

[A;]= Al (3.22)

1
1+
1 OPH—PKa

desde que [A;] seja conhecido.
O valor de [AT] pode ser calculado a partir da equacgo [AT] = [AT]-[AT],

onde [AT] representa a concentragio total de farmaco adicionada a solugéo. O

numero de moléculas ligadas por unidade de area de superficie de membrana, G;\T,
esta relacionado com [AL] pela seguinte formula matematica [21, 65]:
T
oy = A7) (3.23)
L]a, + [A;]aA
a qual pode ser resolvida em ordem a [A;] originando:
o,. +o.4)lL]a
[A;]: ( A AH)[ la, (3.24)

O valor de [A:] € assim determinado, uma vez que a quantidade de composto

adicionado, [AT], € uma concentragdo conhecida.
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Equacdes formalmente idénticas a equagdo 3.22 podem ser obtidas para [A,‘n]

e [AH,, ]:
" —IL]a .
[ B *[ la, (3.25)
1-0,- a,
e
[AH,,]= M (3.26)
1-0pay An

o que torna possivel calcular as concentragdes de todas as espécies, tanto na fase
lipidica como também na fase aquosa, considerando [AH,]=[AH,].

Este método requer, entdo, apenas o conhecimento da concentragao total de
farmaco adicionada a solucdo e a determinagdo do valor de potencial-zeta para

calcular a concentragéo de todas as formas de um composto A em solugdo, e, deste

modo, o coeficiente de particdo de ambas as formas do composto e do K; entre o

meio lipidico e a solugdo aquosa, como descrito no seguinte esquema [21]:

O )

LWV —> o0 o —» lA%]
A A KT KAH KA_
—> Mp P

— [AHm]

AT *AH A
[Gmax Gmax Gmax ]

O-*T —> I.A;J
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3.2.2.3. Desactivagéo de fluorescéncia

A determinacido quantitativa do coeficiente de particdo entre as fases lipidica e
aquosa, pela técnica de desactivacdo de fluorescéncia, baseia-se na variagdo da
constante aparente de Stern-Volmer com a concentragdo de lipido. Para
concentragdes de lipido mais baixas, a adicdo de uma determinada quantidade de
desactivador causa uma desactivagdo de fluorescéncia superior a observada em
concentragbes de lipido superiores, uma vez que o aumento da pseudo-fase lipidica
disponivel para dissolver o desactivador vai originar menores concentragées deste
[23]. Assim, concentragbes menores de lipido apresentam valores superiores das
constantes aparentes de Stern-Volmer. Esta variagdo da constante aparente de Stern-
Volmer com o aumento da concentragdo lipidica permite, assim, o calculo do
coeficiente de particdo do desactivador.

Deve-se referir, no entanto, que apesar da desactivagao de fluorescéncia poder
ser do tipo dindmica (colisional) ou estatica (descrito mais pormenorizadamente em
3.2.3), a sua distingdo ndo é estritamente necessaria, neste método experimental. De
facto, os modelos que usam a variagdo da constante de Stern-Volmer com a
concentragdo de lipido para a determinacdo do valor de K, sédo aplicaveis de uma
forma generalizada, quer a desactivagao seja do tipo dinamico ou estatico [67].

A diminuigdo da intensidade de fluorescéncia (l), usualmente denominada por
desactivacdo de fluorescéncia, pode ser relacionada com a concentracdo do

desactivador pela equacgao de Stern-Volmer [23]:

b1k [l (3.27)
|

onde lp e | simbolizam a intensidade de fluorescéncia do fluoréforo na auséncia e na
presenca do desactivador, respectivamente, Ksy € a constante de Stern-Volmer e [Q]n
€ a concentragdo do desactivador na pseudo-fase lipidica. Com efeito, quando o
desactivador partilha entre as fases aquosa e lipidica, a desactivagao de fluorescéncia
do fluoréforo distribuido homogeneamente pela membrana é apenas determinada pela
concentragdo do desactivador na pseudo-fase lipidica. No entanto, a equagao de
Stern-Volmer pode também estar relacionada com a concentracdo total de

desactivador adicionado ao sistema pela equagéo reescrita do seguinte modo:
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b _1-kz [k (3.29
i

em que [Q]r é a concentragdo total de farmaco (dado pela soma das concentragdes

nas fases aquosa e membranar) e KZ¥ é a constante aparente de Stern-Volmer [68].

Os valores de K%P determinados pelo declive das rectas resultantes da
SV

aplicagdo da equacado 3.28 aos dados experimentais (lo/l — 1 versus [Q]r), dependem
nao s6 da eficiéncia da desactivacdo de fluorescéncia pelo desactivador e da
constante de Stern-Volmer, mas também do seu coeficiente de particao (K;) entre as
fases aquosa e lipidica, pois apenas as moléculas de farmaco na membrana séo as
responsaveis pela desactivacdo da fluorescéncia. Assim, a variagdo da constante
aparente de Stern-Volmer com o aumento da concentragéo lipidica permite o calculo
do coeficiente de particdo do desactivador e do valor de Kgy através da seguinte

equagao, por um método de regressao nao linear [68]:

K
K,V +1

onde V., & o volume de lipido e corresponde ao produto da concentragéo de EPC e do
volume molar lipidico, V, .

Nesta metodologia, deve-se ter em conta que também o desactivador pode
absorver no comprimento de onda de excitagdo. Deste modo, quando ha um aumento
da concentracao do desactivador podem-se observar dois fenémenos [69]: a) aumento
da fracgdo de luz excitada absorvida pelo desactivador, e b) o aumento total da
absorvancia da sonda na amostra, 0 que provoca uma menor penetragdo da luz de
excitagcdo dentro da solucdo, e este facto implica uma diminuicdo da intensidade
fluorescente detectada para um correcto angulo geométrico. Deste modo, € necessario
corrigir as medi¢des da intensidade de fluorescéncia, multiplicando esses valores por

um factor de correc¢ao (C), através da equacao [69]

—As
coAdf110T (3.30)
A \1-107"
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em que A; e A; representam, respectivamente, as absorvancias obtidas para o

fluoréforo e para a solugéo total no comprimento de onda de excitagéo.

3.2.3. Determinacao da localizagdo por desactivacao de fluorescéncia

Os estudos de localizagdo membranar efectuados por desactivacdo de
fluorescéncia baseiam-se na diminuicdo de fluorescéncia emitida por um fluoréforo,
quando este interactua com uma molécula que o rodeia. De facto, a fluorescéncia
emitida por um determinado fluoréforo contém informagdes relacionadas ndo apenas
com o fluoréforo, mas também acerca das moléculas que o rodeiam. Assim, o
fundamento do método de desactivagido de fluorescéncia em estruturas organizadas,
como os lipossomas, envolve um fluoréforo solubilizado no interior da estrutura ou
adsorvido a sua superficie, cuja fluorescéncia é desactivada pela presenga do soluto
que pode partilhar entre a fase organizada e o solvente. A velocidade e/ou extenséo
com que o desactivador penetra na estrutura, bem como a velocidade de difusdo até
ao fluoréforo, vao determinar a cinética do processo de desactivagido, sendo que a
extensdo da desactivacdo de fluorescéncia é inversamente proporcional a distancia
entre o fluoréforo e o desactivador [70].

A desactivacéo de fluorescéncia pode ser dindmica (ou colisional) ou estatica.
No primeiro caso, o fluoréforo que se encontra no estado excitado, é desactivado
devido ao contacto com uma molécula, denominado agente de desactivacdo da
fluorescéncia (ou desactivador). Deste modo, o fluoréforo volta ao seu estado
fundamental durante o contacto com o desactivador. Na desactivagdo estatica, o
fluoréforo no estado fundamental forma um complexo ndo fluorescente com o
desactivador [23].

Estes dois fendmenos podem ser traduzidos por equagdes de Stern-Volmer do
mesmo tipo, apresentando, contudo, diferentes designa¢des para as constantes
presentes nas equagdes. Deste modo, essa constante & denominada na desactivagéo
colisional de constante de Stern-Volmer e na desactivagdo estatica de constante de
formagdo do complexo. Para ambos os mecanismos referidos, observa-se uma
relagdo linear entre a diminuigao de fluorescéncia e a concentragcdo do desactivador
[23].

Quando a desactivacéo € do tipo dindmica ou colisional, os fluoréforos sé sdo

afectados no estado excitado e, deste modo, ndo se verificam alteragbes dos
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espectros de absor¢do, mas apenas uma diminui¢do da intensidade nos espectros de
excitagdo. Pelo contrario, no caso da desactivagdo ser estatica ha formacdo de
complexos fluoréforo-desactivador no estado fundamental, que pode ter como
consequéncia uma alteragdo dos espectros de absorgédo [23]. Portanto, um método de
distingdo entre os dois tipos de desactivagdo de fluorescéncia consiste em examinar o
espectro de absorgdo do fluoréforo. A distingdo dos dois mecanismos de desactivagao
pode ainda ser conseguida pela determinagéo dos tempos de semi-vida do fluoréforo,
uma vez que enquanto que para a desactivagdo por um mecanismo colisional o
decréscimo da intensidade de fluorescéncia é igual ao decréscimo dos tempos de
semi-vida do fluoréforo, na desactivagao estatica isto nao se verifica. Outro método de
distingdo entre os dois tipos de desactivagdo de fluorescéncia consiste na
determinacgéo da constante de desactivagdo dos dois processos a varias temperaturas.
Com efeito, o aumento da temperatura faz diminuir a viscosidade do meio e,
consequentemente, aumenta a difusdo das moléculas, aumentando a desactivagao
dinamica. Pelo contrario, esse aumento de temperatura diminui a desactivagéo
estatica, uma vez que a estabilidade dos complexos é reduzida [23]. Deve ainda ser
referido que os processos de desactivacdo de fluorescéncia nem sempre sao
representados por uma relagdo linear entre a diminuicdo de fluorescéncia e a
concentracdo do desactivador, através da equacgdo de Stern-Volmer {23], podendo
observar-se desvios positivos (contra o eixo das abcissas) ou negativos (a favor deste
eixo), que traduzem fenomenos adicionais ou alternativos de desactivagdo de
fluorescéncia.

Em qualquer dos casos referidos, para que a desactivagdo de fluorescéncia se
verifique & necessario que ocorra interacgao entre o fluoréforo e o desactivador, o que
justifica as numerosas aplicagdes desta técnica. Por exemplo, este método tem sido
usado para revelar a acessibilidade de desactivadores a fluoréforos incorporados em
membranas, na determinagcéo de coeficientes de particio dos desactivadores (como
referido anteriormente) e em estudos de localizagdo dos mesmos nas membranas
[23].

A desactivagao de fluorescéncia &, entdo, utilizada como um método indirecto
para inferir acerca da localizagdo de um desactivador na membrana lipidica, uma vez
que se baseia na diminuigio da intensidade de fluorescéncia emitida por uma sonda
de fluorescéncia. No entanto, nos estudos de localizagdo por este método, é
necessario o conhecimento mais exacto possivel da localizagdo das sondas na

bicamada, a assunc¢ido de que todas as sondas tém a mesma eficacia intrinseca de
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desactivacao [71] e a identificagdo do grupo quimico responsavel pela desactivagéo
[68]. Adicionalmente, as sondas de fluorescéncia devem ainda possuir: a) um elevado
coeficiente de particdo membrana/solugdo aquosa, de modo a que a sua incorporagao
na bicamada seja a mais completa possivel, ou entdo, um rendimento de fluorescéncia
na fase aquosa praticamente nulo; b) um valor de rendimento de fluorescéncia
(nimero de fotdes emitidos pelo fluoréforo relativamente ao numero de fotdes
absorvidos) na membrana elevado, para que a relagdo sinal/ruido seja aceitavel; c) um
valor do tempo de vida do estado excitado significativo, d) bandas de absorgéo e
fluorescéncia distintas das do sistema membranar em estudo; e) caracteristicas que
nio causem alteracdo da estrutura da membrana ou promovam a agregacao ou fusao
das vesiculas; f) sensibilidade a propriedade membranar que se pretende estudar; g)
uma pureza elevada; h) elevada resisténcia a fotodegradacdo ou fotodimerizacao
durante a excitagéo [20]. O cumprimento destes requisitos permitird o uso do fluoroforo
em concentragdes muito inferiores as do lipido ou desactivador (farmaco) usadas, de
modo que a alteragdo das caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas micro-
heterogéneos seja desprezavel.

Actualmente, existe uma vasta gama de compostos utilizados como sondas de
fluorescéncia, entre os quais se encontram, por exemplo, as moléculas de DPH (1,6-
fenil-1,3,5-hexatrieno), DPH-PA (acido 3- (p- (6-fenil) 1,3,5-hexatrienil)fenilpropidnico)
e as sondas da série n-AS. De facto, os parametros necessarios a considerar para a
realizacdo do estudo em questdo, tém vindo a ser estudados ao longo dos anos e
estdo razoavelmente documentados para as sondas n-AS usadas neste estudo [67,
68, 72-76] e, deste modo, tornou-se possivel a utilizacdo deste método para prever a
localizagdo das diferentes moléculas na membrana. Esta série de sondas apresenta
ainda as seguintes caracteristicas [70]: a) os constituintes desta série apresentam
espectros e desactivagio de fluorescéncia semelhantes em solventes de viscosidade
e polaridade variadas; b) as suas posigdes relativas num grande numero de estruturas
(micelas, bicamadas lipidicas e membranas naturais) sdo conhecidas; c) a
solubilizagio nas estruturas organizadas é favorecida em relagéo a solubilizagdo em
meio aquoso; e d) o valor do tempo de vida do estado excitado em diversas estruturas
é conhecido. Assim, esta série de sondas tem sido largamente utilizada em estudos de
localizagdo de moléculas, assim como na determinagédo da extenséo de incorporagao
das mesmas em modelos membranares, membranas celulares ou mesmo em células
inteiras [15, 72, 76-78].
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Para a desactivacido de fluorescéncia se verificar, € necessario que o
desactivador (farmaco) esteja localizado na proximidade do fluoroforo para que possa
ocorrer interacgdo entre eles. Assim, a eficacia relativa de desactivagio de uma série

de sondas pode ser usada para inferir acerca da localizagao relativa de uma molécula
nos lipossomas. Com efeito, os valores da constante aparente de Stern-Volmer (KgY)
sd0, por vezes, utilizados para inferir acerca da localizagéo relativa de uma molecula
na membrana [15, 71, 78-80]. Os valores de K&’ podem ser calculados pela

aplicacdo da equacio classica de Stern-Volmer descrita para a desactivagdo dinamica
ou colisional (equagao 3.28) aos valores experimentais. Deste modo, a representagéo

grafica de lo/l - 1 em fungéo da concentragao total de farmaco origina uma recta com

declive igual a K®P . No entanto, a determinacdo da localizagdo de farmacos na
sV

membrana pelos valores de K2® baseia-se no pressuposto de que todas as sondas
Y

possuem a mesma eficacia intrinseca de desactivacdo de fluorescéncia [71]. Isto &
verdade em solventes homogéneos, mas em membranas fosfolipidicas & bem
conhecida a existéncia de um gradiente de fluidez e de polaridade ao longo do plano
da membrana, que se reflecte em diferentes valores de 1o (tempo de vida do estado
excitado) para cada sonda. Consequentemente, torna-se necessario o calculo da
constante bimolecular de desactivagdo de fluorescéncia, K, que reflecte a
acessibilidade do desactivador para o fluoréforo e elimina as diferengas do
microambiente que rodeia as sondas [23]. Este parametro pode ser determinado
usando o valor de 1o determinado para cada sonda, a pH 7,4 [15, 58, 72, 73, 75, 76,
81, 82] pela equagao:

K, = Ksv (3.31)

q T

ou
koo _ K& (3.32)
q Ty '

onde K corresponde a constante bimolecular aparente de desactivagao de

fluorescéncia.
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O conhecimento do valor de K, permite o calculo do valor de Kgy pela
expressao matematica 3.29, o qual, por sua vez, possibilita a determinacgdo do valor de
Ks

Deve-se, finalmente, referir que os valores de intensidade de fluorescéncia,
medidos experimentalmente, foram corrigidos pela equagado 3.30, devido a mesma

razao descrita no item 3.2.2.3.

3.2.4. Avaliagao de propriedades membranares

3.2.4.1. Determinagéo do diametro e potencial-zeta dos lipossomas

A determinagao do diametro e potencial-zeta dos lipossomas foi efectuada de
acordo com o descrito no capitulo 2.

Os valores de didmetro e de potencial-zeta obtidos experimentalmente foram
directamente correlacionados com o tamanho e as propriedades electrostaticas dos

lipossomas.

3.2.4.2. Determinagéo da fluidez membranar por anisotropia de fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia baseia-se no principio da excitacdo
fotosselectiva dos fluoréforos por luz polarizada e € medida pelo grau de polarizagao
da luz emitida [23]. De facto, apds a excitagdo com luz polarizada, a emisséo de luz
por muitas substancias também é polarizada, e a extensao da polarizagao da luz
emitida é descrita em termos de anisotropia (r) [23].

Os fluoroforos absorvem, preferencialmente, fotées cujos vectores eléctricos
estdo alinhados paralelamente aos momentos de transi¢cao do fluoroforo, que ocorrem
ao longo de direcgbes especificas dentro da estrutura do fluoréforo. Em solugbes
homogéneas, os fluoroforos no estado fundamental estdo orientados de modo
aleatério. Quando expostos a luz polarizada, os fluoréforos, que tém os seus
momentos de transicdo de absorcao orientados ao longo do vector eléctrico da luz
incidente, sdo preferencialmente excitados. Consequentemente, a populagdao de
fluoroforos excitada ndo esta aleatoriamente orientada e a emissédo de fluorescéncia

sera polarizada [23].
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A despolarizacdo da luz emitida pode ser causada por uma série de
fenédmenos, sendo a difusdo rotacional dos fluoréforos uma das causas mais comuns
de despolarizagdo da luz. As medi¢des de anisotropia revelam que pode haver uma
alteracio da média angular, que ocorre entre a absorgao e a consequente emissdo do
fotdo pelo fluoréforo. Esta alteragdo angular esta dependente da proporgéo e extensao
da difusdo rotacional do fluoréforo durante o tempo de vida do estado excitado. Todos
estes movimentos difusos estio relacionados e dependem da viscosidade do meio e
do tamanho e forma da molécula em rotagdo. Para os fluoréforos em solugao, a sua
capacidade rotacional estd dependente da viscosidade imposta pelo solvente. Como
resultado, uma mudancga na viscosidade do solvente ira resultar numa alteragdo da
anisotropia de fluorescéncia [23].

A medicdo da anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario € uma
ferramenta preciosa no estudo da dinamica rotacional de uma molécula presente na
membrana e, por consequéncia, das caracteristicas dinamicas da prépria membrana.
Uma vez que a alteragdo da orientagdo de um fluoroforo reflecte as caracteristicas do
meio circundante, nomeadamente as restricdes impostas a rotacéo livre daquele, pode
ser usada nas medigbes de anisotropia para descrever a fluidez da bicamada lipidica.

Os estudos com sondas de fluorescéncia para avaliar as propriedades fisicas
das membranas sintéticas e biologicas apresentam as seguintes vantagens: a)
permitem obter informagdo sobre a polaridade e microviscosidade da matriz em
estudo, b) existe uma grande variedade de sondas que permitem monitorizar regibes
especificas da membrana, e c) as sondas podem ser usadas em baixas
concentragdes, minimizando as perturbagdes que possam ocorrer na membrana por
inclusdo da sonda [23, 41, 83]. Como tal, os estudos de anisotropia com sondas
fluorescentes tém sido amplamente usados para avaliar a fluidez da membrana [83].
Todavia, ndo € aconselhavel a avaliagdo da ordem e da dindmica lipidica sem
considerar a estrutura e as propriedades de emissdo da sonda, a sua localizagéo na
membrana e como a sua presenga na bicamada pode perturbar a verdadeira ordem e
dindmica das cadeias lipidicas. De facto, as alteracées de anisotropia detectadas
podem ser resultado de uma verdadeira alteragdo da estrutura da membrana ou de
uma mera alteragao da posigdo da sonda [41]. Assim, para ultrapassar este problema,
o efeito dos AINEs na microviscosidade interna das membranas foi estudado por
determinagdes de anisotropia de estado estacionario usando as sondas n-AS (n = 2, 6,

9 e 12), uma vez que esta série de sondas de fluorescéncia possui um comportamento

ao nivel da emissao bem caracterizado e o seu local de solubilizagdo (ou afinidade da
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sonda para uma determinada localizagdo na membrana) € conhecido com alguma
certeza [72, 84]. Adicionalmente, esta série de sondas estruturalmente semelhante,
com o mesmo grupo fluorescente posicionado a diferentes profundidades na
bicamada, possibilita o estudo do "gradiente de fluidez" em modelos membranares ou
biomembranas [72, 73, 84].

Os estudos de anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario
demonstraram ser Gteis na monitorizagao da fluidez membranar, o que & corroborado
pela presenga na literatura de um vasto conjunto de publica¢des tendo por base esta
metodologia [41-43]. No entanto, a validade deste parametro tem sido questionada. De
facto, as sondas de fluorescéncia permitem avaliar as alteragdes globais da fluidez da
bicamada, mas é aconselhavel algum cuidado na interpretagao directa dos resultados
experimentais, uma vez que alteragdes na fluidez, devidas a agentes que as
perturbem, nao sao uniformes em todos os segmentos das cadeias de acidos gordos e
a propria sonda pode ter influéncia nos resultados obtidos. Assim, para evitar
interpretagdes ambiguas e proporcionar uma percepgao clara é necessario considerar
correcgdes apropriadas aos dados experimentais, que serdo apresentadas em
seguida.

Uma dificuldade no estudo da fluidez membranar, por anisotropia de estado
estacionario, é a existéncia de limitagbes aos movimentos rotacionais das sondas de
fluorescéncia quando estao inseridas em ambiente membranar.

Quando um fluoréforo se encontra solubilizado num solvente isotrépico a
anisotropia de fluorescéncia, r, decai exponencialmente para zero, e esta

despolarizacao é descrita pela equacéo de Perrin [23]:

ro_o (3.33)

onde rp € a anisotropia fundamental da molécula fluorescente, 6 o tempo de
relaxamento rotacional do fluoréforo e 1 o seu tempo de vida no estado excitado.

No entanto, quando o ambiente anisotrépico das membranas impede a livre
rotacdo do fluoréforo, a anisotropia decai para um valor finito, r., e, por este motivo, os
resultados ndo podem ser analisados pela equagdo de Perrin, mas sim pela equagao
de Perrin modificada [23]:
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LU (3.34)
0+1

Enquanto r.. reflecte essencialmente a limitagdo a rotagcdo da sonda pelo meio em que
o fluoréforo esta inserido, 0 depende principalmente da resisténcia local a rotagao, e
tem sido correlacionado com a microviscosidade da membrana pela equagao de
Stokes-Einstein [23].

g nxV (3.35)

em que n é a microviscosidade, T a temperatura em K, R a constante dos gases

perfeitos e V o volume da unidade rotativa. Deste modo, variagbes no valor de r
podem estar relacionadas com modificagdes de 6, que esta directamente relacionado
com a microviscosidade, uma vez que V/RT, a uma dada temperatura, permanece
constante para cada sonda. Assim, a fluidez da membrana, como o reciproco da
viscosidade, pode ser expressa em termos de movimentos anisotropicos das cadeias
acil dos fosfolipidos.

No entanto, estudos prévios em membranas [82] mostraram que, sob certas
condigdes, o movimento das sondas n-AS esta totalmente desimpedido, ou seja, r. €
igual a zero nas membranas em fase fluida e qualquer que seja o nivel considerado de
profundidade membranar. Deste modo, para avaliar o efeito dos AINEs em estudo na
fluidez de lipossomas de EPC pela equagdo de Perrin (equagéo 3.33), as medigbes
foram efectuadas a 25°C, uma vez que a este valor de temperatura as vesiculas de
EPC se encontram na fase fluida [85] e a um comprimento de onda de excitagdo
apropriado para as sondas n-AS, com valor igual a 384 nm [82]. Sob estas condigdes
o valor de r. € igual a zero e, deste modo, a equagéo de Perrin (equagao 3.33) pode
ser utilizada para a descricao da anisotropia de estado estacionario [82].

Para além da limitagdo relacionada com a rotagdo da sonda existente num
meio anisotrépico, ha também o problema dos resultados experimentais poderem ser
influenciados pela propria sonda inserida na membrana. De facto, as alteragbes de
anisotropia, observadas para concentragdes crescentes de farmaco, podem ser

causadas ndo sé por alteragdes na microviscosidade da membrana, mas também por

variagbes no tempo de vida do estado excitado do fluoréforo, 1', ou na posigéo da
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sonda na membrana [23]. Este ultimo problema n3o se observa nos estudos
realizados com as sondas n-AS, pois possuem localizagdo membranar bem
conhecida, como ja referido anteriormente [72, 84].

Os valores de 1, quando a desactivagdo de fluorescéncia causada pelos
farmacos é do tipo colisional (o que se verifica no presente estudo), podem ser

facilmente determinados a partir da seguinte expressao [23]:

b _To (3.36)

| T

onde ly/1o € l/7’ correspondem, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia/tempo
de vida do fluoréforo na auséncia e presenga do farmaco desactivador. A diminuigao
de t' ocorre, porque a desactivagdo de fluorescéncia € um processo adicional que
reduz o numero de fluoréforos no estado excitado, e esta redugao origina valores de |
menores. E, assim, possivel o calculo de t', uma vez que 1, & caracteristico de cada
sonda [82] e I/l podem ser obtidos por medi¢do da intensidade de fluorescéncia.

A utilizacao de condicdes experimentais bem definidas, para as quais r.. é igual
a zero, torna possivel a obtengio dos valores da anisotropia corrigida (corrigida para

alteragdes do 1), r', pela seguinte equagao:

(3.37)

A divisao da equacgao 3.33 pela equagao 3.37, seguida de rearranjo, origina a

seguinte expressao:

,=9+ro

r X, (3.38)

8s

0+1

Considerando na equagao 3.38, rss como o valor medido para 1o (na auséncia
de desactivador) e os valores publicados de 6 e 1, para as sondas n-AS [82], &
possivel obter os valores de anisotropia corrigida, r'. Estes valores de r' correspondem
a alteracdo de anisotropia devida a variagdo dos tempos de vida do fluoréforo,

proporcionando, assim, uma correcgdo para a influéncia da prépria sonda na
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microviscosidade da membrana. Os valores de r’ obtidos sdo depois comparados com
os valores experimentais de anisotropia (rss). Através da diferenga entre ri e r', €
possivel obter a variacio real de anisotropia relacionada com a alteracgéo da fluidez da
membrana causada pela presenga do farmaco e sem o efeito da variagao intrinseca
devida ao decréscimo do tempo de vida da sonda de fluorescéncia. Quando os valores
referentes a rss S0 maiores que os obtidos para r’, pode-se concluir que a fluidez da
membrana diminuiu. Pelo contrario, o decréscimo da diferenga entre ris € ', na
presenca de concentragbes crescentes de AINEs, esta relacionado com a fluidificagao
da membrana. A diferenga entre rss € I’ &, assim, uma medida do efeito de fluidificagao.
Como apenas as moléculas de farmaco que se encontram localizadas no
interior da membrana sdo as responsaveis pelas possiveis alteragdes da fluidez
membranar, pode-se efectuar o calculo da concentracdo de AINE na membrana.
Assim, o conhecimento do valor de K, permitiu determinar a concentragio dos AINEs

na membrana, [Q]., pela seguinte formula matematica [23]:

(3.39)

onde [Q]r é a concentragdo total de farmaco e a, € o volume da fraccdo da fase
membranar (o, =V, /V;; V., e V; representa os volumes das fases membranar e

aquosa, respectivamente).

3.3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1. Reagentes

Além dos reagentes mencionados no capitulo 2, foram ainda utilizados os
seguintes reagentes. O acido (+)-2-(9-antroiloxi) estearico (2-AS), o acido (+)-6-(9-
antroiloxi) estearico (6-AS) e o acido (+)-9-(9-antroiloxi) estearico (9-AS) foram
adquiridos a Molecular Probes e o acido (+)-12-(9-antroiloxi) estearico (12-AS) a

Sigma-Aldrich. Os restantes reagentes foram requeridos a Merck.
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3.3.2. Determinacgio espectrofotométrica das constantes de acidez

As constantes de acidez dos anti-inflamatdrios nédo esterdides diclofenac e
clonixina foram determinadas por espectrofotometria UV/Vis em solugdo aquosa com
forca ionica ajustada a 0,1 M com NaCl. Na Figura 3.4 esta representado, de uma
forma esquematica, o sistema automatico de titulagdo em fluxo para determinagéo das

constantes de acidez.

Computador

Cuba de paredes

duplas

, S
. Agitador

- i Bureta automatica
» magnetico

Sistema de eléctrodos (eléctrodo
de vidro e eléctrodo de referéncia)

Figura 3.4: Representagdo esquematica do sistema automatico de titulagéo em fluxo.

As solugdes de diclofenac (aproximadamente 40 uM) e clonixina
(aproximadamente 30 uM) com forga idnica ajustada a 0,1 M com NaCl foram,
respectivamente, alcalinizadas e acidificadas, pela adigdo de quantidades vestigiais de
acido forte (HCI 30%) ou base forte (NaOH 50%), de modo a que o volume adicionado
fosse desprezavel e ndo originasse uma variagdo significativa da concentragéo de

farmaco.
O valor de pH foi medido num sistema potenciométrico, constituido por um

eléctrodo de referéncia AgCI/Ag Orion 900029/4, contendo no compartimento interno a
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solucéo Orion 90-00-02 saturada com AgCl e como solugédo externa o electroélito usado
como ajustador de forga idnica (NaCl 0,1 M), e um eléctrodo de vidro Russell SWL,
sensivel ao protdo. As determinagbes de potencial foram realizadas utilizando um
decimilivoltimetro Crison 2002 e uma microbureta automatica Crison 2031, com um
émbolo de capacidade de 2,5 mL, ligados em série através de uma interface RS 232 C
a um computador, que permitia o controlo das condigdes experimentais e aquisi¢ao
dos dados.

A calibragdo do sistema potenciométrico utilizado foi efectuada pelo método de
Gran [86], em termos da concentragdo do catido de hidrogénio ([H']), por titulagdo de
uma solugdo de acido forte (10° M HCI) com uma solugédo de base forte (0,02 M
NaOH), sob corrente de azoto. A solugdo de HCI 10° M, / = 0,1 M, necessaria para a
calibracédo do eléctrodo de vidro, foi preparada por diluicdo rigorosa de uma solugdo
padrdao de HCI 0,10 M (Tritisol da Merck). A solucdo de hidréxido de sddio isenta de
carbonato foi preparada aproveitando a baixa solubilidade do carbonato de sédio em
solugdes concentradas [87]. Assim, ap6s o aquecimento da agua a ebuligdo, seguido
de arrefecimento em corrente de azoto, foi adicionada solugao saturada de NaOH
(cerca de 50%, m/m), através de uma seringa com filtro de 0,20 uM de didmetro de
poro, para remover o precipitado de carbonato de calcio. Deste modo, obtem-se uma
solucdo de NaOH com concentragdo aproximadamente igual a 0,02 M, / = 0,1 M, a
qual foi sempre mantida sob corrente de azoto. A solugdo de NaOH, assim preparada,
foi padronizada por titulagdo potenciométrica com a solugao de HCI 10°M, /=0,1M
pelo método de Gran [86], procedimento ja mencionado na calibragdo do eléctrodo de
vidro.

Os ensaios foram realizados em atmosfera de azoto, numa cuba de paredes
duplas, que permitia a manutengédo da temperatura a 25,0 + 0,1°C pela circulagdo de
agua, no intervalo das duas paredes, proveniente de um banho termostatizado.
Durante todo o ensaio, as solugdes no interior da cuba eram mantidas em constante
agitacdo por meio de um agitador magnético Crison 2038.

A constante de acidez do diclofenac foi obtida pela titulagao de 25 mL de uma
solugdo alcalinizada (com NaOH 50% isento de carbonato) desse farmaco
(aproximadamente 40 uM, / = 0,1 M) com HCI (10'3 M, 1=0,1 M). Para a determinacgéo
das constantes de acidez da clonixina, o valor de —log [H'] foi consecutivamente
alterado pela titulagdo potenciométrica de 25 mL de uma solugao acidificada (com HCI
30%) de farmaco (aproximadamente 30 uM, / = 0,1 M) com NaOH (0,02 M, / = 0,1 M).

Ambos os titulantes (HCI e NaOH) foram adicionados por uma microbureta automatica,
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controlada por computador. Uma bomba peristaltica permitia a circulagéo da solugao
do vaso de titulacio para o espectofotometro contendo no seu interior uma célula de
fluxo de quartzo com 0,5 cm de percurso 6ptico, e deste voltava novamente para o
vaso de titulacdo. Os espectros de absorvancia das solugdes, que continuamente
passavam na céluia de fluxo, foram obtidos num espectofotémetro Hitachi U-2000 de
duplo feixe, com compartimento de célula termostatizado a 25,0 + 0,1°C, pelo mesmo
banho que mantinha a temperatura no interior da cuba de paredes duplas. Todos os
espectros, registados entre 220 e 400 nm, em intervalos de 2 nm e a uma velocidade
de varrimento de 400 nm/min, foram tragados contra uma solugéo de NaCl 0,1 M.

As constantes de acidez foram calculadas com o programa pHab [50], usando

dados obtidos de pelo menos trés ensaios independentes.

Programa de controlo e aquisigdo dos dados: Para o controlo e aquisi¢ao de
dados foi utilizado um programa elaborado em BASIC, desenvolvido no laboratério de
Quimica-Fisica da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

Para a execucédo das experiéncias, em condi¢des optimizadas, tornou-se
necessario fixar previamente o valor de certos parametros experimentais, designados
no programa usado por [10]: volume da bureta, volume de amostra, concentracéo de
titulante (M), adigbes fixas ou variaveis, incremento de adigbes, volume total de
titulante, potencial final, nimero de leituras, tempo de espera ap6s adigdo, adi¢ao
inicial e filtro (%).

O comando adigdes fixas ou variaveis permite escolher entre os dois tipos
diferentes de adicdo de titulante (solugdo de NaOH ou HCI), podendo esta ser
efectuada por incrementos variaveis ao longo das determinagdes potenciométricas ou
por incrementos constantes, fixando inicialmente o valor deste. No primeiro caso, apos
a adicdo de um volume inicial, previamente fixado, e da medi¢do de potencial, os
volumes a serem posteriormente adicionados sdo automaticamente calculados e
inversamente proporcionais ao declive da curva, permitindo, desta forma, obter um
maior nimero de pontos experimentais perto do ponto de equivaléncia. O calculo do
volume a debitar pode ser controlado pela instrucdo incremento das adigdes. O tempo
de espera, apos adigao do titulante, fixa o intervalo de tempo que mediara entre a
adicao do titulante e o instante em que os valores de potencial passam a ser medidos.

A representacdo grafica da curva de ftitulagdo pode ser visualizada e

acompanhada no monitor do computador. Quando a titulagéo termina, o programa
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permite o calculo do volume equivalente pelo método da primeira e da segunda

derivadas e, ainda, a sua representacao grafica.

Detecgdo da presenga de carbonato na solugdo de hidroxido de sodio: As
solugbes de hidroxido de sddio apresentam uma forte tendéncia para ficarem
carbonatadas. Mesmo quando correctamente preparadas, manipuladas e
conservadas, a carbonatacido das solugdes ocorre com frequéncia, o que conduz a
erros decorrentes do uso de um titulante constituido por uma mistura de bases (OH" e
CO;%) de forgas diferentes. Esta situacao justificou o controlo sistematico da solugdo
de hidréxido de s6dio usada em cada experiéncia.

A utilizacdo de uma curva de titulagdo, E=f(V) (potencial em fun¢io do volume
de titulante), nao constitui o processo mais adequado para essa verificagéo, dado que
nao permite visualizar o ponto de equivaléncia correspondente a presencga de vestigios
de carbonato. O recurso a representacao da primeira derivada da fungao E=f(V) facilita
a detecgdo da carbonatagdo mesmo quando esta é pouco extensa. Deste modo, no
caso da solucdo se encontrar carbonatada, a curva correspondente a primeira
derivada apresentara além do pico maximo, correspondente ao volume equivalente da
base mais forte, um outro pico correspondente ao volume equivalente da titulacdo do
carbonato. E de notar que quando o objectivo & verificar a presenga de carbonato,
torna-se necessario obter muitos valores de potencial junto ao ponto de equivaléncia,

o que é conseguido realizando-se uma titulagdo com incrementos de volume variaveis.

Calibragdo do eléctrodo de vidro: O programa usado para a calibragdo do
eléctrodo sensivel ao protdo permite a padronizagdo da base por tratamento dos
resultados da titulacdo de uma solucdo padrao de acido forte (acido cloridrico) com
uma solugéo de base forte (hidroxido de sddio). Os resultados experimentais obtidos
foram tratados por um programa de regressao linear escrito em QBASIC ja existente
no laboratério de Quimica-Fisica da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto,
que permite o calculo do volume equivalente pelo método de Gran [86] e
adicionalmente, a aplicacdo da equacao de Nernst modificada possibilita a obtengao
dos parametros de calibragdo do eléctrodo, nomeadamente a ordenada na origem e o
declive da resposta do eléctrodo.

Na calibragdo do sistema por titulagdo acido forte/base forte, definem-se as
leituras do decimilivoltimetro em termos de -log [H'] [47, 88]. Neste trabalho o

eléctrodo de vidro foi calibrado em termos da concentracdo de H', num meio com
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} forga ionica ajustada a 0,1 M. Nesta metodologia de determinagéo das constantes de

acidez, o termo pH referir-se-a a -log [H"].

Programa de calculo das constantes de acidez por espectrofotometria: Os
resultados obtidos por espectrofotometria de ultavioleta/visivel foram tratados com o
programa pHab, que procede do programa Hyperquad pela remogéo das partes
relevantes apenas para os dados potenciométricos e pelo desenvolvimento de um
novo modelo para o ficheiro dos dados espectrofotométricos [50]. Os comprimentos de
onda seleccionados para os calculos das constantes de equilibrio corresponderam aos
comprimentos de onda onde ocorria uma absorvancia maxima do espectro das
espécies, pois estes fornecem uma maior informagdo acerca da concentragao dessas
espécies. De facto, se se escolher uma zona espectral onde um elevado nimero de
espécies absorventes coexistam, ou onde as absortividades molares de duas ou mais
espécies sao interdependentes, a informagcdo obtida vai ser reduzida pois 0s
parametros vao estar relacionados [50].

Os resultados finais sdo acompanhados por um conjunto de parametros
estatisticos, que permitem avaliar a qualidade do ajuste néo linear obtido aos dados
experimentais (Abs versus pH), nomeadamente o desvio padrdo associado a cada

uma das constantes refinadas e o desvio padrdo dos valores de absorvancia.

3.3.3. Determinacgao do coeficiente de particao

3.3.3.1. Determinagdo do coeficiente de partigdo por espectrofotometria

derivativa

Em lipossomas de EPC: Os coeficientes de particdo foram determinados a um |
valor de pH igual a 7,4 para todos os AINEs estudados. Adicionalmente, também se
determinou o valor de K, a valores de pH de 3,0 e 10,3 para os anti-inflamatérios
diclofenac e clonixina. Nos estudos realizados a um valor de pH igual a 7,4, utilizou-se
o tampéo hepes (10 mM), a pH 3,0 foi usado o tampao constituido por acido cloridrico
(34,6 mM) e glicina (50 mM) e a pH 10,3 foi usado o tampao composto por hidroxido
de sodio (43,2 mM) e acido borico (50 mM). Nos tampdes com valores de pH iguais a
3,0 e 10,3 o valor de pH final foi ajustado num medidor de pH da marca Metrohm
Herisau, modelo E 520, pela adi¢do de base forte (NaOH) ou acido forte (HCI). A for¢a
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ionica (/) dos trés tampdes utilizados foi ajustada a 0,1 M pela adi¢céo do electrélito
NaCl.

Para a determinagdo do K, foram preparadas duas séries de amostras, uma
série apresentava concentragdes crescentes de EPC (0 a aproximadamente 1200 pM)
e sem adicdo de farmaco, denominada brancos, e a outra apresentava as mesmas
concentragbes de EPC e uma concentragao fixa de diclofenac (40 pM), clonixina (30
uM), etodolac (60 pM), indoprofeno (40 uM), piroxicam (30 M) ou tenoxicam (30 uM).
A concentracdo de cada anti-inflamatorio, usada para a determinacdo do coeficiente
de particdo, encontrava-se dentro dos limites de concentragdes onde se verificava a lei
de Lambert-Beer.

As suspensOes, assim preparadas, eram agitadas em vortice, seguida de
incubacéo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante 30 min, para garantir o
total estabelecimento do equilibrio dos farmacos entre as pseudo-fases aquosa e
lipidica.

Os espectros de absorvancia, registados entre 200 e 500 nm, em intervalos de
1 nm, foram obtidos num espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 45 UV/Nis, com
compartimento de célula termostatizado a 25,0 + 0,1°C, utilizando células de quartzo
de 1 cm de percurso optico e a uma velocidade de varrimento de 480 nm/min. Os
espectros das amostras e dos brancos foram tracados contra as solugbes tampao
usadas nas diferentes determinagGes de K.

A segunda e terceira derivada dos espectros de absorgdo, apos subtraccdo da
intensidade de absorvancia observada para os brancos, foram calculadas
matematicamente por um programa computacional (Origin 6.1%), com regularizagéo

(“smoothing”) dos espectros derivados.

Em lipossomas de EPC com colesterol: As condi¢gdes experimentais para a
determinacdo do coeficiente de particdo dos AINEs diclofenac e clonixina em LUVs
contendo colesterol na sua constituicdo foram semelhantes as descritas para a
determinacao deste mesmo parametro em lipossomas compostos apenas por EPC, a
um vaior de pH igual a 7,4. No entanto, para a realizagdo deste estudo, foi necessaria
a incorporagdo de colesterol nos lipossomas de EPC. Assim, na preparagdo de
lipossomas, descrita no capitulo 2, s6 apds a adi¢gdo de colesterol, dissolvido em
metanol, na percentagem desejada (10% ou 40%) a solugdo de EPC, é que se

procedia a evaporagao dos solventes organicos para formar o filme lipidico. O restante

procedimento foi executado como anteriormente referido (capitulo 2).
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A concentracéo final de colesterol foi determinada espectrofotometricamente
por um teste colorimétrico enzimatico, num aparelho COBAS MIRA, pela utilizagao de
um sistema de reagentes (ABX Diagnostics Cholesterol) destinado & determinagéo
quantitativa do colesterol. O método baseia-se na acgdo da enzima colesterol oxidase
sobre as moléculas de colesterol, em presenga de oxigénio, dando origem ao
4-colestano-3-ona e a peroxido de hidrogénio. Este, por ac¢do da peroxidase, &
decomposto a H" e a agua. O H' resultante reage com a 4-aminoantipirina, que na
presenca de fenol, da origem a um derivado da quinoneimina de cor vermelha. A
intensidade da cor esta directamente relacionada com a concentragdo de colesterol e

é medida a 500 nm.

3.3.3.2. Determinagdo do coeficiente de particdo por avaliagdo do

potencial-zeta

O coeficiente de particio dos AINEs diclofenac e clonixina foram determinados,
a um valor de pH igual a 7,4, pela determinagido dos valores de potencial-zeta por
estudos de microelectroforese.

Foi preparada uma série de amostras que apresentava concentragoes
crescentes de farmaco (0 a 500 uM) e uma concentragdo fixa de lipido (400 pM).
Apds preparacio, as amostras foram agitadas em vortice. Ultrapassado o periodo de
incubacdo de 30 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram efectuadas as
medidas de potencial-zeta no mesmo equipamento e condi¢gdes experimentais

descritos no capitulo 2.

3.3.3.3. Determinagdo do coeficiente de particdo por desactivagdo de

fluorescéncia

A determinacdo do coeficiente de particdo foi efectuada com a sonda 2-AS
para os AINEs diclofenac e clonixina e com a sonda 12-AS para os oxicamos.

Neste ensaio, apds a preparagdo dos LUVs de acordo com o procedimento
experimental descrito no capitulo 2, foi adicionada a sonda de fluorescéncia (2-AS ou

12-AS) dissolvida em etanol. Esta adicao foi efectuada em volumes de 10 ulL, com

agitagéo suave, numa quantidade tal que a razao lipido (3 mM):sonda (30 pM) seja de
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100:1, e com uma concentracdo maxima de etanol nunca superior a 2%, sendo que
para esta mesma percentagem esta descrito que ndo ha qualquer alteragédo na
estrutura da membrana [89-91)]. Seguiu-se uma incubagéo de 30 min a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, para promover a incorporagao total da sonda na
bicamada lipidica [20].

Para a preparacdo das amostras usadas na determinagdo do coeficiente de
particdo, foram adicionadas aos lipossomas marcados com a sonda 2-AS ou 12-AS
solucbes tamponadas (hepes: 10 mM, / = 0,1 M, pH 7,4) dos AINEs estudados
(diclofenac, clonixina, tenoxicam e piroxicam). O intervalo final de concentragbes de
EPC foi de 80 a 900 uM. Para cada concentragido de EPC, os AINEs foram
adicionados em intervalos de concentragdes finais de 0 a 500 uM para o diclofenac e
clonixina, e de 0 a 50 uM para os oxicamos. As suspensdes resultantes foram agitadas
em vortice e incubadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 30 min.

As determinagbes de intensidade de fluorescéncia foram feitas num
espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B equipado com células de 1 cm de percurso
dptico, termostatizadas a 25,0 + 0,1°C. O comprimento de onda de excitagéo usado foi
de 384 nm e o comprimento de onda de emissao foi de 451 nm para a sonda 2-AS e
de 446 nm para a sonda 12-AS. A largura das fendas variou entre 2,5 e 6,5, de forma
a situar os valores maximos das leituras dentro do limite maximo de registo do
aparelho.

Para as determinacdes espectrofotométricas, necessarias para a correcgao dos
valores de intensidade de fluorescéncia medidos, foi utilizado um espectrofotometro
Perkin Elmer Lambda 45 UV/Vis com compartimento de célula termostatizado e

células de quartzo com 1 cm de percurso 6ptico.

3.3.4. Determinacgéo da localizagdo dos AINEs

O procedimento experimental para a realizagdo de estudos de localizagao dos
AINEs na bicamada lipidica foi muito semelhante ao referido para a determinagdo do
K, por desactivagao de fluorescéncia. No entanto, nos estudos de localizagéo foram
usadas as quatro sondas n-AS. Assim, diferentes suspensdées de LUVs foram
marcadas com as sondas 2-AS, 6-AS, 9-AS e 12-AS, de acordo com o descrito na
parte experimental da técnica de desactivagio de fluorescéncia para a determinagao

do valor de K,.
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Para os estudos de localizacao foi preparada uma série de amostras com
concentracido de lipido constante (aproximadamente 500 uM) e concentragbes
crescentes de AINEs (de 0 a 500 uM para o diclofenac e clonixina, de 0 a 50 pM para
o piroxicam e tenoxicam, de 0 a 759 uM para o etodolac e de 0 a 463 uM para o
indoprofeno), para cada uma das suspensées lipidicas marcadas com uma das
sondas referidas.

As amostras resultantes foram agitadas em vortice e incubadas no escuro
durante 30 min, & temperatura ambiente, antes de se proceder as leituras
espectrofluorimétricas, nas mesmas condigdes experimentais e no mesmo
espectrofluorimetro referido no procedimento experimental da técnica de desactivagao
de fluorescéncia para a determinagédo do valor de K,. O comprimento de onda de
excitacdo usado foi de 384 nm e o comprimento de onda de emissdo de 451 nm para
a sonda 6-AS e de 446 nm para a sonda 9-AS.

Os valores de intensidade de fluorescéncia foram também corrigidos para a
absorvancia do desactivador (AINE) no comprimento de onda de excitagéo [69], de
acordo com o descrito no método de determinacdo de K, por desactivagdo de

fluorescéncia.

3.3.5. Avaliagao dos efeitos dos AINEs a nivel membranar

3.3.5.1. Determinagao do didmetro e potencial-zeta da membrana

Os valores de potencial-zeta () e de diametro dos lipossomas de EPC, na
presenca ou na auséncia de concentragdes crescentes de farmaco, foram
determinados a valores de pH iguais a 7,4 (tampao hepes: 10 mM, /=0,1 M) e a 3,0
(tampao constituido por 34,6 mM de acido cloridrico e 50 mM de glicina, com forga
i6nica ajustada a 0,1 M), a 25,0 + 0,1°C.

Para estudar a influéncia da interacgdo dos farmacos nas propriedades
electrostaticas e no tamanho de lipossomas unilamelares de EPC (preparados do
modo descrito no capitulo 2), foi preparada uma série de amostras que apresentava
uma concentracao fixa de EPC e concentragbes crescentes de todos os AINEs em
estudo, a um valor de pH igual a 7,4 e, adicionalmente, dos AINEs diclofenac e
clonixina a um valor de pH igual a 3,0. A concentragdo de EPC usada foi igual a 400

pM e a concentragdo de clonixina e diclofenac presente nas amostras variou entre O e
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500 uM e a do indoprofeno entre 0 e 694 uM, a um valor de pH igual a 7,4. A baixa
solubilidade apresentada pelo tenoxicam, piroxicam e etodolac implicou o uso de
solugdes de dimetilsulfoxido:tampao hepes (1:99, V/V) para obter um intervalo de
concentragées de 0 a 400 uM para o tenoxicam, 0 a 300 uM para o piroxicam e 0 a
634 uM para o etodolac. Com esta composigao de solvente ndo ocorre danificagao das
membranas dos LUVs [92]. No entanto, foram preparadas e testadas solugdes
referéncia sem farmaco para assegurar que os valores de potencial-zeta e de tamanho
ndo eram alterados pela presenga do dimetilsulfoxido. Para as suspensfes que
apresentavam um valor de pH igual a 3,0, as concentragdes de clonixina e diclofenac,
nas amostras, variaram entre 0 e 350 uM. Apds preparagao das amostras, todas as
suspensdes foram agitadas em vortice, seguida de incubacdo a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, durante 30 min.

As medidas de potencial-zeta e tamanho foram realizadas no equipamento e

condicbes experimentais descritos no capitulo 2.

3.3.5.2. Determinagéo da fluidez membranar

O procedimento experimental, usado para a avaliagdo dos efeitos dos AINEs
na fluidez membranar, foi semelhante ao definido para os estudos de localizacao de
farmacos por fluorescéncia. As leituras de anisotropia de fluorescéncia de estado
estacionario foram efectuadas com um tempo de integragio de 50 s a 25,0 + 0,1°C, no
mesmo espectrofluorimetro, apos a colocacdo automatica dos polarizadores. O
comprimento de onda de excitacado foi fixado em 384 nm e o comprimento de onda de
emissdo em 451 nm para as sondas 2-AS e 6-AS e em 446 nm para as sondas 9-AS e
12-AS.

As medidas de anisotropia referidas foram obtidas conforme o descrito por
Lacowitz et al [23]. Deste modo, a amostra foi excitada com luz polarizada
verticalmente e as intensidades de fluorescéncia foram medidas com o polarizador de

emissdo orientado paralelamente (l,) e perpendicularmente (l,) ao polarizador de

excitacdo. Estes valores foram usados para calcular a anisotropia de estado

estacionario (rss), de acordo com a seguinte equagao:
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_h-Gl,
85

I, +2Gl,

(3.40)

em que G é um factor de correccéo instrumental, dado pela razdo das sensibilidades
do sistema de detecgdo para a luz polarizada vertical e horizontalmente [23].

Falta ainda referir que as determinagbées dos valores da intensidade de
fluorescéncia e de absorvancia, necessdrios para a obtencdo dos valores de
anisotropia  corrigidos, foram realizadas, respectivamente, no mesmo

espectrofluorimetro e espectofotometro anteriormente referidos neste tipo de estudos.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1. Determinacgéo espectrofométrica das constantes de acidez

A determinacdo das constantes de acidez foi efectuada por titulagao
espectrofotométrica e nio por titulagdo potenciométrica, devido a baixa solubilidade
apresentada pelos AINEs diclofenac e clonixina em solugdo aquosa. Com efeito, a
espectrofotometria pode ser utilizada para substancias pouco soliveis em solugéo
aquosa [45]. No entanto, como esta técnica se baseia na observagdo de mudangas
espectrais ao longo de um intervalo de pH, foi avaliado se tais alteragbes se
verificavam. Pela observagdo da Figura 3.5, € possivel observar que ocorrem
variacdes nos espectros de absorcao da clonixina e do diclofenac a diferentes valores
de pH. Contudo, enguanto que para a clonixina essas variagdes ocorrem em todo o
intervalo de pH testado, para o diclofenac nao se verificou uma diferenga significativa
nos seus espectros de absorcdo obtidos nos valores de pH 6 e 12. Contudo, se se
observar a estrutura quimica do diclofenac (pag. 63 do capitulo 1), é possivel
visualizar a presencga de um acido carboxilico na sua estrutura, o que indicia que a sua
constante de acidez deva apresentar um valor significativamente menor que 6. Deste
modo, tornou-se possivel a utilizagdo do método espectrofotométrico para a
determinacdo das constantes de acidez da clonixina e do diclofenac, uma vez que a
protonacdo/desprotonagdo de um ou outro grupo funcional destes compostos, pela

variagao do valor de pH, resultou em alteragdes espectrais.
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Figura 3.5: Espectros de absorgéo da clonixina (A; aproximadamente 30 uM) e do diclofenac
(B; aproximadamente 40 uM), em solugdo aquosa com forga iénica ajustada a 0,1 M com NaCl,
a diferentes valores de pH: () 2; (—) 6, () 12.

Comummente, no laboratério as determinacbes espectrofotométricas das
constantes de acidez s&o realizadas a partir da titulagdo de uma solugao acida do
composto em estudo com NaOH (0,02 M). No entanto, ndo foi possivel usar este
procedimento para o diclofenac, uma vez que se verificou que este AINE, em presenca
de luz, era instavel em meio acido. De facto, observou-se uma diminuigdo da
absorvancia da solugdo acidificada de diclofenac (no seu comprimento de onda de
maxima absorgéo) ao longo do tempo, no sistema de fluxo, sem a adi¢do de qualquer
outro reagente (Figura 3.6 A). Contudo, se se adicionasse um volume desprezavel,
mas suficiente para provocar uma alteragao significativa do valor de pH do meio (para
valores de pH alcalino), de uma solugdo de base forte (NaOH 50%), quando a
absorvancia era proxima de zero, havia um aumento consideravel da absorvancia, que
se mantinha praticamente constante ao longo do tempo. Este comportamento pode ser
visualizado na Figura 3.6 B. Todavia, tal decréscimo da absorvancia ao longo do
tempo nao se verificava se a mesma solugao acida de diclofenac fosse colocada numa
célula no interior do mesmo espectofotometro, ao abrigo da luz (Figura 3.6 A).

Para minimizar, tanto quanto possivel, o efeito relativo ao decréscimo da
absorvancia da solugédo acidificada de diclofenac, a determinagdo da constante de
acidez foi efectuada a partir da titulacdo de uma solugdo alcalinizada de diclofenac

com HCI (titrisol 10 M), ao abrigo da luz.
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Figura 3.6: Valores de absorvancia, a 272 nm, ao longo do tempo, de uma solugéo acidificada
de diclofenac: (A) medidos (—) ou ndo () no sistema de fluxo; e (B) medidos apds adicéo
de NaOH 50% a solugdo de diclofenac, no sistema de fluxo usado para determinagdo das
constantes de acidez.

O diclofenac apresenta na sua estrutura molecular um grupo carboxilico, que
sofre desprotonacdo a valores de pH acima da sua constante de acidez, sendo o
responsavel pelas caracteristicas de acidez apresentadas por este anti-inflamatério.
Deste modo, sendo o diclofenac um anti-inflamatério com propriedades de acido fraco,

o seu equilibrio de protonagao pode ser traduzido pela equagao quimica apresentada

na Figura 3.7.
CH,COOH CI -
2 CH,CO0™ ClI
NH NH
—_— + H*
Cl Cl

Figura 3.7: Equilibrio de protonagao do diclofenac em solugdo aquosa.

A clonixina, além de apresentar um grupo carboxilico, possui também o grupo
aminopiridinil. Por conseguinte, a clonixina pode existir em quatro formas protonadas
em solugéo. Os equilibrios de protonagéo propostos sdo apresentados na Figura 3.8,
de uma forma semelhante ao apresentado para uma molécula estruturalmente similar,

o acido niflumico [51]. Em solugdo aquosa, a espécie neutra existe numa percentagem
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desprezivel, em detrimento da espécie dipolar. Assim, a partir desta suposicéo,

apenas trés espécies protonadas sdo consideradas em solugdo: positiva, dipolar e

negativa.
Hf CH3
N N Cl
| N
=
/ COO’
y CH3 H‘?: CH3
N\ N Cl |N\ N Cl
| P P
COO~ COOH
H CH3 /
N N Cl
I ~
=
COOH

Figura 3.8: Equilibrio de protonagéo da clonixina em solugdo aquosa.

Na Figura 3.9 é possivel observar os espectros de absor¢do obtidos para o
diclofenac e para a clonixina, com a variagdo do valor de pH, no sistema automatico
de titulagdo em fluxo usado para a determinacéo das constantes de acidez.

A variagé@o espectral com o valor de pH, observada na Figura 3.9, permitiu o
calculo das constantes de acidez através do programa pHab [50]. Os valores de pK,
obtidos, em solucado aquosa, a forga idnica de 0,1 M e a 25°C, foram: 3,97 + 0,04 para
o diclofenac e 5,53 + 0,08 e 2,20 + 0,04 para a clonixina (média e erro associado a

pelo menos trés ensaios independentes).
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Figura 3.9: Espectros de absorgao da clonixina (aproximadamente 30 uM; A) e do diclofenac
(aproximadamente 40 uM; B) em solugéo aquosa com forga idnica ajustada a 0,1 M com NaCl,
a varios valores de pH: clonixina de 2,3 (1) a 9,2 (38) e para o diclofenac de 6,4 (1) a 2,4 (45).

O valor obtido para o diclofenac é semelhante ao descrito na literatura (3,99 a
25°C) [93], e esta associado ao grupo carboxilico, que, como referido anteriormente, é
o responsavel pelas caracteristicas de acidez apresentadas por este farmaco. A
aplicacdo da equagio de Hendersen-Hasselbalch revela que a pH fisiologico (pH igual
a74) o diclofenac existe numa percentagem de 99,9% na sua forma anidnica,

enquanto que a pH 3,0 a forma neutra é a que predomina (90,7%).

constantes de acidez. No entanto, os resultados de pK,; e pK, obtidos
assemelham-se aos apresentados para o acido niflimico (4,44 + 0,03 e 2,26 + 0,08)
[61]. Assim, ao valor de pH fisioldgico (pH igual a 7,4), a clonixina existe
predominantemente na forma negativa (98,7%), aumentando esta percentagem com o

aumento do valor do pH, por exemplo 99,9% a um valor de pH igual a 10.

3.4.2. Determinagao do coeficiente de particao '

3.4.2.1. Determinagdo do coeficiente de particdo por espectrofotometria |

derivativa ‘

Em lipossomas de EPC: Os espectros de UV/Vis dos farmacos em estudo, na

presenca de concentragdes crescentes de LUVs, apresentaram um aumento da linha

\
Para a clonixina néo foi encontrada, na literatura, qualquer referéncia as suas
|




Interacgdo AINE/lipossoma

de base, a medida que a concentragdo de lipido aumentava, como se pode observar
nos exemplos apresentados nas Figuras 3.10 e 3.11, obtidas em tampao hepes (pH

igual a 7,4).

3,0

Abs

Figura 3.10: Espectros de absorvancia da clonixina (3,0 x 10° M), apH igual a 7,4, na presenca
de concentragoes crescentes de LUVs de EPC. Concentragoes de EPC (1-13): 0 M; 8,6 x 10
M; 18x10 M; 27x10 M; 35x10 M, 44x10 M: 52 x10%M; 6,3 x 10°M; 7.6 x 10°* M;
8,5x 107 M; 87x10 M; 9,6 x 10™* M; 11x10 M.

Abs

250 300 350 400 450

Figura 3.11: Espectros de absorvancia do diclofenac (4,0 x 10° M), a pH igual a 7,4, na
presenga de concentragoes crescentes de LUVs de EPC. Concentragoes de EPC (1- 13) 0 M,
82x10 M; 16x10 M; 26x10 M, 34x10 M; 42x10 M: 5,5 x 10 M; 6,2 x 107* M; 71
x 10* M; 81x10 M; 8,9 x 10*M; 9,6 x 10* M; 1,1 x 10° M.
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O aumento da linha de base observada ocorreu devido, como ja referido
anteriormente, a dispersdo de luz provocada pelas vesiculas unilamelares (Figura
3.12).

3,0

2,51

2,0

12
Abs 157

1,04

0,51

0,0 T T : T
250 300 350 400 450

A (nm)

Figura 3.12: Espectros de absorvancia dos brancos, a pH igual a 74, com concentragées de
EPC (1-12): 8,6 x 10° M; 1,8 x 10* M; 2,7 x 10* M; 35 x 10* M; 4,4 x 10* M; 52 x 10° M; 6,3
x 10 M; 7.6 x 104 M; 8,5 x 10* M; 8,7 x 10* M; 9,6 x 10 M; 1,1 x 10° M.

Pela observacio da Figura 3.12, é possivel verificar que a dispersao de luz
causada pelos LUVs aumenta a medida que se avanga para menores comprimentos
de onda, o que dificulta a completa eliminagdo da interferéncia causada pelos
lipossomas por espectrofotometria derivativa. De facto, a derivagdo (segunda e
terceira derivadas) dos espectros de ultavioleta/visivel das amostras com
concentragdes crescentes de LUVs diminuiu, mas ndo conduziu a eliminagdo completa
da interferéncia causada pela presenga dos lipossomas (Figura 3.13). Tal facto
deve-se a uma acentuada dispersdo de Rayleigh por parte destas estruturas, que
conduz a um aumento marcado da dispersdo de luz a medida que se progride para
menores comprimentos de onda [94].

Para ultrapassar o problema das interferéncias na determinagao do valor de K,
lipossoma/solugdo aquosa de um farmaco por espectrofotometria derivativa,
procedeu-se a subtracgdo dos brancos, antes de derivar os espectros de absorvancia
obtidos nas amostras com uma concentracdo fixa de farmaco. E, adicionalmente,
utilizou-se os dados dos espectros das derivadas onde as interferéncias espectrais

eram minimizadas, ou seja, onde o sinal correspondente aos brancos era igual ou
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muito préximo de zero. As Figuras 3.14 e 3.15 apresentam os espectros presentes nas

Figuras 3.10 e 3.11 ap6s a subtracg¢éo dos brancos.

0,004

0,003
0,002 4

]
0,001 g
0,000 1 N ot

d
-0,001 4

A

-0,002 4
-0,003 +

-0,004

250 300 350 400 450
A (nm)
Figura 3.13: Segunda (linha a preto) e terceira (tracejado a cinzento) derivada dos espectros de

absorvancia dos brancos, a pH igual a 7,4, com concentragdes iguais as referidas na legenda
da Figura 3.12.

Abs

250 ' 3(’)0 350 ' 460 450
A (nm)

Figura 3.14. Espectro de absorvancia da clonixina apds subtracgdo dos espectros
correspondentes aos brancos, a pH igual a 7 4.
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Figura 3.15: Espectro de absorvancia do diclofenac apos subtracgéo dos espectros

0.6

Abs

0.0

250 300 350 400 450
A (nm)

correspondentes aos brancos, a pH igual a 7,4.

A segunda e terceira derivadas dos espectros de absorvancia, obtidos a um

valor de pH igual a 7,4 dos AINEs clonixina, diclofenac, piroxicam e tenoxicam,

apresentavam diminuicdo da intensidade de absorvancia a medida que aumentava a

concentracéo de lipido, o que significa que a absortividade molar (g) da substancia

diminui quando incorporada na membrana lipidica. Na Figura 3.16, & possivel

observar, como exemplo, a segunda e terceira derivadas dos espectros de

absorvancia obtidos para a clonixina e para o diclofenac. Observou-se, também, um

deslocamento do Amsx para maiores comprimentos de onda (desvio batocromico),

caracteristico da passagem de substancias de um meio mais polar (solugdo aquosa)

para um meio de menor polaridade (bicamada lipidica), e ainda a existéncia de pontos

isosbésticos. A observagio destes pontos & importante pois sao indicativos, por um

lado da existéncia de pelo menos duas espécies espectralmente distintas na

suspensdo, uma em interaccdo com a membrana e a outra livre na solugdo aquosa e,

por outro, da eliminacao satisfatéria do ruido causado pela disperséo de luz provocada

pela presenga dos lipossomas [16, 21].

também determinados a valores de pH iguais a 3,0 e 10,3, para verificar como o valor

Os coeficientes de particdo dos anti-inflamatérios clonixina e diclofenac foram

do pH do meio influencia a partilha dos farmacos entre a fase aquosa e a membrana

lipidica. Os espectros de UV/Vis da clonixina e do diclofenac a um valor de pH igual a

10,3, assim como as derivadas de ordem dois e trés obtidas dos espectros de

absorcdo apds a subtracgdo dos brancos, apresentaram comportamentos muito

semelhantes aos observados a um valor de pH igual a 7,4. No entanto, a um valor de
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pH igual a 3,0 isso n3o se verificou. De facto, os espectros de absorvancia obtidos
para os farmacos referidos (Figura 3.17 e 3.18), assim como as segundas e terceiras
derivadas obtidas dos espectros de absorvancia ap6s a subtrac¢do dos brancos
(Figura 3.19), apresentaram diferencas significativas quando comparados com os

obtidos a um valor de pH igual a 7,4 (Figuras 3.10, 3.11 e 3.16).

3 0,002+
2,0x10 B

0,001+

0,000-z \ JRRPRTHIL LA V)
Ay \ |
-1,0x10° \ |
0,001 N\ |
-2,0x10°4 l
. ‘ . . . I 00024 . i

250 300 350 400 250 300 350
A (nm) A (nm)

Figura 3.16: Segunda (linha a preto) e terceira (tracejado a cinzento) derivadas dos espectros
de absorvancia apos subtracgéo dos espectros correspondentes aos brancos, da clonixina (A)
e do diclofenac (B), a pH igual a 7,4, na presenca de concentragdes crescentes de fosfolipido
(EPC). Concentragdes de EPC (1-13) iguais as referidas nas legendas das Figuras 3.10 € 3.11,
para a clonixina e para o diclofenac, respectivamente.

Abs

Figura 3.17: Espectros de absorvancia da clonixina (3,0 x 10° M), a pH igual a 3,0, na presencga
de concentragdes crescentes de LUVs de EPC. Concentragbes de EPC (1-1 1): 0 M:; 84 x 10°
M: 1,6 x10*M; 2,4 x 10* M; 32 x 10 M; 3,9 x 10 M; 47 x 10* M; 6,8 x 10 M; 8,6 x 10 M;
1,0x10°M; 1,1 x 10° M.
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14 11

250 300 350 400 450
xnm)

Figura 3.18. Espectros de absorvancia do diclofenac (4,0 x 10° M), a pH igual a 3,0, na
presenca de concentragdes crescentes de LUVs de EPC. Concentragbes de EPC (1-11): O M;
7,3x10°M; 1,5x10%M; 2,3 x10* M; 32 x 10* M; 4,0 x 10* M; 5,1 x 10“ M; 7,9 x 10* M; 8,9
x10*M; 9,8 x 10* M; 1,2 x 10° M.
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Figura 3.19: Segunda (linha a preto) e terceira (tracejado a cinzento) derivadas dos espectros
de absorvancia apos subtracgio dos espectros correspondentes aos brancos, da clonixina (A)
e do diclofenac (B), a pH igual a 3,0, na presenca de concentragdes crescentes de fosfolipido
(EPC). Concentragdes de EPC (1-11) iguais as referidas nas legendas das Figuras 3.17 e 3.18
para a clonixina e para o diclofenac, respectivamente.

A segunda e terceira derivadas dos espectros de absorvancia apoés a
subtracgdo dos brancos a um valor de pH igual a 3,0 (Figura 3.19) apresentam os
mesmos detalhes espectrais descritos a um valor de pH igual a 7,4, nomeadamente a
diminuicao da intensidade de absorvancia a medida que aumenta a concentragéo do

lipido, a existéncia de pontos isosbésticos e um deslocamento do Amax para maiores

comprimentos de onda. Os coeficientes de particdo foram, assim, determinados a
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partir dos espectros da segunda e terceira derivadas, a comprimentos de onda onde
as interferéncias espectrais estejam minimizadas, como ja referido anteriormente.

A representacdo grafica das derivadas das absorvancias (Ag) em fungéo das
concentragdes do lipido utilizado permitiu a determinagao dos coeficientes de parti¢ao,
pelo ajuste da equagdo 3.6 aos valores experimentais, usando um método de
regressdo n&o linear. Exemplos dos ajustes ndo lineares obtidos pelo programa
computacional Origin 6.1% para os farmacos clonixina, diclofenac, piroxicam e

tenoxicam, a um valor de pH igual a 7,4, podem ser observados na Figura 3.20.
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Figura 3.20: Representagéo grafica da dependéncia dos valores da derivada da intensidade de
absorvancia com a concentragio de EPC (iguais as referidas nas legendas das Flguras 310e
3. 11 (2-13), respectlvamente para a cIomxma e d|c|ofenac para o pwoxmam 7.6 x 10° M; 1,6 x
10*M; 2,4 x 10 M; 39x10 M; 46x10 M; 63x10 M; 82x10 M 9,2 x 10* M; , & para o
tenoxwam 76x10 M: 1,5 x 10* M; 2,3 x 10 M; 3,8 x 10™ M: 4,6 x 10™ M; 6,3x 10 M: 7,8 x
10* M; 9,2 x 10 M), apH igual a7 4 As linhas correspondem ao ajuste ndo linear do modelo
matematico, expresso pela equagao 3.6, para a clonixina (A usado igual a 308 nm da 3°
derivada; A), diclofenac (A usado igual a 322 nm da 22 derivada; B), piroxicam (A usado igual a
289 nm da 22 derivada; C) e tenoxicam (A usado igual a 272 nm da 22 derivada; D).
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A
49 0x10™

Nas Figuras 3.21 e 3.22 apresentam-se os ajustes da mesma equagéo (3.6)

aos dados experimentais obtidos a valores de pH iguais a 3,0 e 10,3, respectivamente,

para a clonixina e diclofenac.
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Figura 3.21: Representagao grafica da dependéncia dos valores da denvada da |ntenS|dade de
absorvancaa coma concentrag:ao de EPC (clonlxma 9,0 x 10 M; 1,7 x 10 M; 2,6 x 10 M; 3,4
x10 M; 44x10 M:; 57 x 10* M; 67x10 M; 74x10 M; 83x10 M; 93x10 M; 10x
10° M; 1 1x10 M, edlclofenac 84x10 M; 16x10 M; 26x10 M; 35x10 M, 40x104
M; 55x10 M; 63x10 M; 7,2 x 10* M; 8,0 x 10° M; 9,1 x 10 M; 98x10 M; 10x10 M),
a pH igual a 10,3. As linhas correspondem ao ajuste n&o linear do modelo matematico,
expresso pela equagdo 3.6, para a clonixina (A usado igual a 308 nm da 3? derivada; A) e
diclofenac (A usado igual a 322 nm da 22 derivada; B).
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Figura 3.22: Representagéo grafica da dependéncia dos valores da derivada da intensidade de
absorvancia com a concentragdo de EPC (clonixina e diclofenac iguais as referidas nas
legendas das Figuras 3.17 e 3.18 (2-11), respectivamente), a pH igual a 3,0. As linhas
correspondem ao ajuste nao linear do modelo matematico, expresso pela equacao 3.6, para a
clonixina (A usado igual a 312 nm da 22 derivada; A) e diclofenac (A usado igual a 257 nm da 3?

derivada; B).
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Teoricamente, os valores de K, podem ser calculados a partir dos valores de Ay
a qualquer comprimento de onda. No entanto, de modo a aumentar a razéo sinal/ruido
os valores de Ay, para amostras heterogéneas, deverao ser obtidos para os valores de
Amax dOS espectros de absorvancia [13, 14], dado que na vizinhanga dos maximos de
absorvancia pequenas incorrecgdes na reprodutibilidade dos comprimentos de onda
ndo implicam grandes alteragdes nos valores de Ay [13]. Adicionalmente, como ja
referido anteriormente, deve ser garantido que nos comprimentos de onda
seleccionados para o calculo do valor de K, a dispersdo de luz esteja minimizada ao
maximo, especialmente para valores de comprimentos de onda pequenos, onde a
dispersdo é elevada. Assim, tendo em conta estes dois parametros, foram utilizados
os A presentes na Tabela 3.1 para a determinacédo do valor de K, dos diferentes
AINEs.

Tabela 3.1: Valores dos comprimentos de onda, A, em nm, dos espectros de segunda e terceira
derivadas, usados para o calculo do K, dos farmacos diclofenac, clonixina, piroxicam e
tenoxicam.

A (nm)
Farmacos  Espectros da Espectros da
segunda derivada terceira derivada

287 271

Diclofenac 309 281

322 317

274 295

Clonixina 300 308

316 320

273 297

Piroxicam 289 329

310 .

272 278

Tenoxicam 289 300
310

Os valores de K,, adimensionais (divisdo do valor de K, expresso em M por

V,), s@o apresentados na Tabela 3.2 e correspondem a média com o desvio padrao
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associado dos valores de K, calculados a diferentes valores de comprimento de onda

da segunda e da terceira derivadas, obtidos em trés ensaios independentes.

Tabela 3.2: Valores de coeficientes de particdo lipossoma/solugéo aquosa adimensionais (K),
obtidos por espectrofotometria derivativa, para a clonixina, diclofenac, piroxicam, tenoxicam,
etodolac e indoprofeno. Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao dos
resultados obtidos em pelo menos trés ensaios independentes.

Farmacos pH Ko
3,0 26000 + 3000
Diclofenac 7,4 1200 + 100
10,3 1100 + 50
3,0 530 + 100
Clonixina 7.4 660 + 100
10,3 870 + 50
Piroxicam 7.4 2700 + 100
Tenoxicam 7.4 2300 + 200
Etodolac 7,4 _"
Indoprofeno 7.4 *

*nao foi possivel determinar um wvalor nas
condicées experimentais estabelecidas

Pela observagéo da Tabela 3.2, pode-se verificar que o diclofenac apresenta
uma particio significativamente maior a um valor de pH igual 3,0 do que a valores de
pH iguais a 7,4 ou 10,3. Esta maior particdo, a um valor de pH igual a 3,0, esta
relacionada com a maior hidrofobicidade da forma neutra, a qual existe
predominantemente ao valor de pH referido (90,7%). Contrariamente, a valores de pH
iguais a 7,4 e 10,3 o farmaco esta praticamente todo ionizado (99,9%) e, deste modo,
os valores de K, obtidos sdo idénticos e mais baixos devido a existéncia da carga
negativa. Comportamento semelhante ao descrito foi observado para a indometacina e

acemetacina [16, 55]. No entanto, para a clonixina é possivel verificar (Tabela 3.2) que
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os valores de K obtidos ndo variaram significativamente com o valor de pH. De facto,
como a clonixina se encontra ionizada no intervalo de pH compreendido entre 3,0 e
10,3, a hidrofobicidade das suas formas carregadas positivamente (86,3%, a um valor
de pH igual a 3,0) ou negativamente (99,9%, a um valor de pH igual a 10,3) €
semelhante e consequentemente a sua afinidade para as bicamadas lipidicas ndo
varia dramaticamente. Contudo, o menor valor de K, obtido a um valor de pH igual a
3,0, deve estar rel’acionado com a repulsao electrostatica entre as formas da clonixina
carregadas positivamente e a superficie membranar também com carga positiva.
Deste modo, a particdo deve ser governada principalmente pela forma dipolar da
clonixina (13,7%), presente em menor extensao na solugdo aquosa, a um valor de pH
igual a 3,0.

A comparagdo dos valores de K, obtidos para cada farmaco em estudo, a um
valor de pH igual a 7,4, permite verificar que os AINEs piroxicam e tenoxicam
apresentaram uma maior particdo comparativamente ao diclofenac e clonixina. A
maior partilha observada para os oxicamos esta fundamentalmente relacionada com o
facto destes farmacos serem ides dipolares estaveis ao valor de pH referido. Assim,
como ja referido, o diclofenac e a clonixina estdo predominantemente carregados
negativamente a um valor de pH igual a 7,4 e, consequentemente, apresentaram
valores de K, menores.

Nao foi possivel a determinagdo de um valor de K, para o indoprofeno e para o
etodolac, nas condi¢cdes experimentais estabelecidas. Relativamente ao indoprofeno,
esta impossibilidade pode dever-se ao facto de a um valor de pH igual a 7,4, o
farmaco ndo interactuar com os lipossomas (0 que esta concordante com os
resultados obtidos em fluorimetria e na determinacdo do potencial-zeta, descritos
posteriormente). Adicionalmente, esta explicagdo € corroborada pela presenga na
literatura de valores negativos de Log Po: (-0,38, determinados pelo sistema
octanol/agua) [95]. No entanto, para um valor de pH igual a 2, o indoprofeno ja
apresenta um valor positivo de Log P., 0 que pode significar que a este valor de pH a
particdo na fase membranar é significativamente superior a obtida a um valor de pH
igual a 7,4.

Quanto ao etodolac, a inexisténcia de um valor de particao lipossoma/solugao
aquosa na Tabela 3.2 podera estar relacionada com a concentragéo usada deste AINE
nestes ensaios. De facto, como se observara posteriormente no estudo fluorimétrico,

s6 se obtem desactivacdo de fluorescéncia das sondas n-AS com concentracbes
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bastante superiores as usadas em espectrofotometria (60 uM), o que podera indicar

que nao deve existir uma partilha significativa no valor de concentragéo considerado.

Em lipossomas de EPC com colesterol: Neste estudo avaliou-se a interacgao
dos anti-inflamatorios conixina e diclofenac com lipossomas unilamelares de
fosfatidilcolina da gema de ovo, possuindo na sua constituigdo colesterol em diferentes
percentagens (aproximadamente 10 e 40%).

A segunda e terceira derivadas dos espectros de absorvancia das suspensoes
de referéncia, contendo apenas as vesiculas unilamelares com aproximadamente 10
ou 40% de colesterol (brancos), eliminaram parcialmente e de um modo muito
semelhante a verificada na determinagao do valor de K, anteriormente apresentada a
um valor de pH igual a 7,4, a dispersdo de luz presente em todo o intervalo de
comprimentos de onda utilizados. Assim, como no ensaio efectuado com lipossomas
constituidos unicamente por EPC, também neste se procedeu a subtraccdo dos
espectros das amostras aos espectros dos brancos e a derivagdo do espectro
resultante. De facto, a subtraccdo dos brancos, por si s6, ndo permite a eliminagéo
absoluta da dispersdao de luz interferente, apesar de serem preparados com as
mesmas concentracgoes lipidicas. Deste modo, também nestes ensaios, o coeficiente
de particdo entre as vesiculas lipossomicas e a solugdo aquosa foi calculado a partir
dos valores da derivada da intensidade de absorvancia obtidos em comprimentos de
onda onde as interferéncias espectrais eram minimizadas ao maximo.

Os espectros de UV/Vis da clonixina e do diclofenac antes e apés subtrac¢do
dos brancos, assim como as respectivas segundas e terceiras derivadas na presenc¢a
de lipossomas unilamelares incluindo aproximadamente 10% de colesterol, a um valor
de pH igual a 7,4, foram muito semelhantes aos observados no ensaio anterior, ao
mesmo valor de pH, com bicamadas fosfolipidicas constituidas unicamente por EPC.
Contudo, o0 mesmo nio se pode verificar nos estudos em LUVs de EPC com
aproximadamente 40% de colesterol. Com efeito, apesar dos espectros de absorgao
da clonixina e do diclofenac (Figura 3.23) nao terem exibido diferencas visiveis
relativamente aos obtidos em LUVs de EPC (Figuras 3.10 e 3.11), 0 mesmo nao se
verificou para os espectros obtidos apds subtraccdo dos brancos. As diferengas
obtidas entre os espectros apos subtracgdo dos brancos em lipossomas contendo ou
ndo aproximadamente 40% de colesterol podem ser observadas através da
comparacdo dos espectros presentes na Figura 3.24 com os apresentados nas

Figuras 3.14 e 3.15 para a clonixina e diclofenac, respectivamente.
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Figura 3.23: Espectros de absorvancia da clonixina (3,0 x 10° M; A) e do diclofenac (4,0 x 10°
M; B), a pH igual a 7,4, na presenca de concentragbes crescentes de LUVs de EPC com
aprOX|madamente 40% de colesterol Concentragoes de |Ipld0 para A (1- 10) 0M; 6,2 X 10° M;
12x10 M: 1,9 x 10*M; 2,5 x 107* M; 38x10 M; 51x10 M; 66x10 M; 72x10 M; 79x
10 M, eParaB 110) 0 M; 61x10 M, 12x10 M; 1,8 x 10*M; 2,4 x 10 M; 37x10 M;
4.9 x 10 M; 6,2 x 10 M; 68 x 10* M; 7,6 x 10" M. A concentracdo de lipido apresentada
corresponde a soma da concentragao do fosfolipido e do colesterol.

Abs Abs
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Figura 3.24: Espectro de absorvancia apds subtracgéo dos espectros correspondentes aos
brancos, a pH igual a 7,4, da clonixina (A) e do diclofenac (B).

Como consequéncia, as segundas e terceiras derivadas obtidas dos espectros
apoés subtracgao dos brancos (Figura 3.25) também apresentaram algumas altera¢des

relativamente as observadas nos ensaios com LUVs incorporando 10% de colesterol e
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as verificadas nos estudos com bicamadas fosfolipidicas constituidas unicamente por
EPC (Figura 3.16).

250 300 350 400 250 275 300 325 350
A (nm) A (nm)

Figura 3.25: Segunda (linha a preto) e terceira (tracejado a cinzento) derivada dos espectros de
absorvancia apds subtracg@o dos espectros correspondentes aos brancos, da cionixina (A) e
do diclofenac (B), a pH igual a 7,4, na presenga de concentragdes crescentes de lipido
(fosfolipido e colesterol). Concentragdes de lipido (1-10) iguais as referidas na legenda da
Figura 3.23.

Pela andlise da Figura 3.25, pode-se verificar que as diferengas referidas
devem-se sobretudo a uma diminuigdo da intensidade das bandas. Adicionalmente, é
possivel observar que, como nas derivadas dos espectros dos ensaios anteriores,
também nestes é possivel verificar a existéncia de pontos isosbésticos e de um desvio
batocrémico dos comprimentos de onda de maxima absorgéo.

O calculo dos coeficientes de particdo dos farmacos anti-inflamatérios
efectuou-se por ajuste da equacgdo 3.6 aos dados experimentais (Ay versus [L]),
usando um método de regressdo nao linear. Nas Figuras 3.26 e 3.27 sao
apresentados exemplos dos ajustes ndo lineares obtidos na presenga de LUVs de
EPC com aproximadamente 10 ou 40% de colesterol na sua constituicdo,
respectivamente, pelo programa computacional Origin 6.1®, para os farmacos clonixina

e diclofenac, a um valor de pH igual a 7 4.
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Figura 3.26: Representagao grafica da dependéncia dos valores da derivada da intensidade de
absorvancia com a concentragéo de lipido (para a clonixina as concentragdes de EPC com
10% de colesterol foram iguais a 7,8 x 10° M; 1,7 x 10* M; 2.2 x 10*M; 2,9 x 10*M; 3,7 x 107
M: 4,5 x 10*M; 5,5 x 10 M; 6,7 x 10°*M; 7,2 x 10°M; 7,9 x 10*M; 8,7 x 10* M, e para o
diclofenac as concentracdes foram: 7,7 x 10° M; 1,6 x 10°* M; 2,3 x 10*M; 3,8 x 10* M; 4,7 x
10%M: 55 x 10*M:; 8,2 x 10*M; 7,0 x 10*M; 7,6 x 10™*M; 8,4 x 10*M; 9,2 x 10*M), a pH igual
a 7,4. As linhas correspondem ao ajuste ndo linear, do modelo matematico expresso pela
equacao 3.6, para a clonixina (A usado igual a 308 nm da 3? derivada; A) e diclofenac (A usado
igual a 322 nm da 22 derivada; B), na presencga de lipossomas de EPC com aproximadamente
10% de colesterol.
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Figura 3.27: Representacao grafica da dependéncia dos valores da derivada da intensidade de
absorvancia com a concentragdo de lipido (para a clonixina e para o diclofenac as
concentracdées de EPC + 40% de colesterol sdo iguais as referidas na legenda da Figura 3.23
(2-10)), a pH igual a 7,4. As linhas correspondem ao ajuste no linear do modelo matematico,
expresso pela equagdo 3.6, para a clonixina (A usado igual a 297 nm da 2% derivada; A) e
diclofenac () usado igual a 287 nm da 22 derivada; B), na presenca de lipossomas de EPC com
aproximadamente 40% de colesterol.
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O coeficiente de particdo foi determinado a partir dos valores de A onde se
observassem maiores diferengas na intensidade de Ay nos espectros de segunda e
terceira derivadas. Adicionalmente, utilizaram-se dados relativos a dois ou mais
comprimentos de onda diferentes o que permite, por si s, a verificagdo da eliminacao
efectiva dos fenomenos de dispersdo de Iluz, bem como a avaliagdo da
reprodutibilidade dos resultados. Assim, os valores de A dos espectros de segunda e
terceira derivadas utilizados no calculo dos valores de K, entre os lipossomas com
aproximadamente 10 ou 40% de colesterol e a solugdo aquosa, para a clonixina e para

o diclofenac, estao apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Valores dos comprimentos de onda, X, em nm, dos espectros de segunda e terceira
derivada para determinagdo do K, dos AINEs clonixina e diclofenac, nos ensaios com
lipossomas incluindo 10 ou 40% de colesterol.

A (hm)

. EPC + 10% colesterol EPC + 40% colesterol

Farmacos
Espectros da Espectros da Espectros da Espectros da
segunda derivada terceira derivada segunda derivada terceira derivada

274 295 300 291

Clonixina 300 308 306 308

316 320 316 —

287 271 287 280

Diclofenac 309 281 322 300

322 317 326 —

Na Tabela 3.4 estdo representados os valores dos coeficientes de particao
determinados para os AINEs clonixina e diclofenac entre a fase aquosa e a fase
lipidica membranar de EPC com aproximadamente 10 e 40% de colesterol. Esses
valores de K, correspondem a média, com o desvio-padréo associado, dos valores de
K, calculados a diferentes valores de comprimento de onda da segunda e da terceira

derivadas, obtidos em trés ensaios independentes.
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Tabela 3.4: Valores de coeficientes de partigéo lipossoma/tampao adimensionais (K;), obtidos
por espectrofotometria derivativa, para a clonixina e diclofenac, a pH igual a 7,4. Os valores
apresentados correspondem a média e desvio padréo dos resultados obtidos em trés ensaios
independentes.

Kp
Farmacos
EPC + 10% colesterol EPC + 40% colesterol
Diclofenac 870 + 90 300 + 70
Clonixina 580 + 100 270 + 40

A analise da Tabela 3.4 revela que o0 aumento da percentagem de colesterol na
bicamada lipidica provocou uma diminuigdo no valor de K, para ambos os farmacos
em estudo. Uma conclusdo semelhante pode ser obtida se compararmos os dados
obtidos neste ensaio com os apresentados no estudo com lipossomas constituidos
unicamente por EPC, a um valor de pH igual a 7,4, nomeadamente 1200 + 100 para o
diclofenac e 660 + 100 para a clonixina (Tabela 3.2). Os resultados demonstram que a
presencga de colesterol nas membranas diminui a particdo dos farmacos, o que esta de
acordo com o facto do colesterol, presente numa membrana fluida, diminuir
consideravelmente a permeabilidade da bicamada lipidica, além de aumentar a sua

estabilidade e reduzir a mobilidade das suas moléculas [18].

3.4.2.2 Determinagéo do coeficiente de partigdo por avaliagdo do potencial-zeta

Os anti-inflamatorios clonixina e diclofenac encontram-se predominantemente
carregados negativamente a um valor de pH igual a 7,4, e, deste modo, a sua particdo
nos lipossomas levou a formagdo de um potencial mais negativo na superficie
membranar. Com efeito, os resultados obtidos de potencial-zeta (C), na presenga de
concentracbes crescentes de clonixina e diclofenac, em tampao hepes (pH igual a
7.4), mostraram uma diminuigdo de £ = -1,0 mV, para lipossomas de EPC na auséncia
de farmaco a £ = -13,6 mV e { = -17,5 mV para 500 uM de clonixina e diclofenac,
respectivamente. A diminuicdo do valor de potencial-zeta €, como referido
anteriormente, uma consequéncia directa da interacgdo do farmaco na forma negativa

com a membrana, visto que o diclofenac e a clonixina encontram-se praticamente
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todos ionizados a um valor de pH igual a 7,4 (numa percentagem igual a 98,7% e
99,9%, para a clonixina e diclofenac, respectivamente).

Os valores de ¢ obtidos experimentalmente, para diferentes concentragbes de
AINEs, foram utilizados para calcular os valores do potencial de superficie (¥), a
partir das equagdes 3.11 a 3.15, nas quais o valor de 0,96 nm foi usado para 1/k, valor
este que foi calculado para um meio com 0,1 M (NaCl) de forga i6nica [21, 63]. Na
Figura 3.28 esta representada a dependéncia dos valores de { e de ¥, com a
concentragao de clonixina e diclofenac na presenga de LUVs a um valor de pH igual a
74.

D %
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Figura 3.28: Variagdo dos valores de potencial-zeta (simbolos cheios) e do potencial de
superficie (simbolos ocos) com a concentragdo de clonixina (circulos) e diclofenac (quadrados),
a pH igual a 7,4, na presenga de 400 uM de lipossomas unilamelares de EPC.

Como é possivel observar na Figura 3.28, os valores de ¥, s&o ligeiramente
inferiores aos de ¢, uma vez que a distdncia da membrana atenua os efeitos
electrostaticos.

O valor de potencial-zeta, como referido no capitulo 2, pode ser calculado a
partir da medida da mobilidade electroforética e corresponde ao potencial a 2 A da
superficie, de acordo com o referido por Eisenberg et al [22]. Contudo, uma vez
conhecido o valor de ¢, & possivel o calculo do potencial de superficie, como ja
referido anteriormente.

Apds o calculo dos valores de W, foi possivel determinar a densidade de carga

superficial, , a partir da equagao 3.16, devido a presenga de A" (moléculas dos AINEs

158




Interac¢do AINE/lipossoma

clonixina e diclofenac com carga negativa) na superficie dos lipossomas, pois 0s
valores de potencial-zeta apenas dependem do numero de moléculas de farmaco

carregadas negativamente na superficie membranar. E, consequentemente, o calculo

do numero de moléculas ligadas por area de superficie (G; . equacgdo 3.17). Os

valores de G:nax foram determinados por um ajuste de regressdo nao linear da

equagdo 3.19, numa representacgao grafica o versus a concentragio total de farmaco
adicionado ao sistema, [ATJ. Na Figura 3.29, é possivel visualizar um exemplo obtido

para esta determinagdo, na presenga de diferentes concentragbes de clonixina e

diclofenac.

¢*/10-3 (molecA?)

0 T T T T
0 100 200 300 400 500
[AINE](pM)

Figura 3.29: Dependéncia do numero de moléculas carregadas por unidade de area (¢*) com a
concentracdo de clonixina (0) e diclofenac (*) a pH igual a 7,4, na presenga de 400 uM de EPC.
A curva representa o melhor ajuste da equagao 3.19 aos dados experimentais.

O valor de o, = obtido foi de 1,20 + 0,20 x 10° moléculas/A® e de

max

1,52 +0,14x10° moléculas/A? (média e desvio padrido de trés experiéncias
independentes), para a clonixina e diclofenac, respectivamente. De facto, como a um
valor de pH igual a 7,4, os AINEs em estudo existem predominantemente na forma

A~
max

ionizada, a igualdade o, =o é valida [21]. Assim, a este valor de pH pode
considerar-se que existe apenas uma espécie, a forma carregada da molécula, a

interagir com a membrana, e deste modo K] =K/ .
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Com o valor de o, é possivel efectuar o calculo do K; pela equacao 3.7 ou

max

3.9, se a concentrac¢do de farmaco na interface for conhecida. O valor deste parametro
pode ser calculado a partir da concentragdo de farmaco na solugdo aquosa e do

potencial de superficie segundo a expressao 3.21. A [A;] foi calculada com base no

balanco de massas [A;]:[AT]—[A;], tendo sido a concentragdo de farmaco

carregado negativamente na membrana determinada pela equagdo 3.25. Desta forma,
como ja referido, o coeficiente de particdo obtido refere-se apenas a forma negativa do
farmaco, mas como a um valor de pH igual a 7,4 os AINEs se encontram dissociados
numa elevada extenséo, o K, da forma negativa € muito semelhante ao coeficiente de
parti¢ao total.

No entanto, para relacionar os coeficientes de particdo obtidos nesta
metodologia com os determinados pelas outras técnicas (espectrofotometria derivativa
e desactivagdo de fluorescéncia), torna-se necessario o calculo do valor de K, pela
equacéao 3.10.

O calculo de n pela equagdo 3.20 (como a determinagdo da concentragio de
farmaco na membrana pela equagao 3.25) necessita do conhecimento da superficie
molecular para uma molécula de fosfatidilcolina na membrana e para uma molécula de
farmaco, a, e aa, respectivamente. O valor de a, esta descrito na literatura como 60 A?
[65], mas a area de superficie molecular da clonixina e do dilofenac, aa, nao foi
determinada e foi-lhe atribuido 0 mesmo valor de 60 A%, uma vez que este parametro

ndo afecta significativamente os resultados obtidos (como também observado no

calculo de [A;n]) [21]: por exemplo para o diclofenac n=10,1 + 1,0 com a, = 60 A% e

n= 10,8 + 1,0 com a, = 20 A? e, consequentemente, o valor obtido para o K, do

diclofenac foi 1069 + 322 com ax = 60 A% e 1063 + 325 com a,= 20 A%

O valor calculado de n foi igual a 14,5 + 2,0 para a clonixina e, como referido
anteriormente, igual a 10,1 + 1,0 para o diclofenac.

Os resultados obtidos apresentaram uma diminuigdo nos valores de K, com o
aumento da concentragdo de farmaco (de 580 para 20 pM a 240 para 500 pM para a
clonixina e de 1070 para 20 uM a 405 para 500 uM para o diclofenac), indicando que a
influéncia dos efeitos electrostaticos nos valores do coeficiente de partigdo nao podem
ser negligenciados para concentragdes de farmaco elevadas. O valor apresentado na
Tabela 3.5 corresponde a média dos valores de K, adimensionais (divisdo do valor de

K, expresso em M™ por V,) obtidos para concentragbes de clonixina e diclofenac
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inferiores a 50 pM, os quais estdo na ordem de magnitude das concentragdes de
farmaco usadas nas outras duas técnicas utilizadas neste estudo para a determinagao

deste parametro.

Tabela 3.5: Valores de coeficientes de particdo adimensionais (Kp), obtidos por potencial-zeta,
a pH igual a 7,4, para a clonixina e diclofenac. Os valores apresentados correspondem a média
e desvio padrao dos resultados obtidos em trés ensaios independentes.

Farmacos Kp
Diclofenac 1070 + 320
Clonixina 580 + 120

Atendendo a definicdo de coeficiente de particio e, uma vez que sdo
conhecidos os valores das concentragbes de farmaco na solugdo aquosa
imediatamente adjacente @ membrana e no interior desta, o K, adimensional também
poderia ser determinado pela seguinte formula (idéntica a equagao 3.4 apresentada na

metodologia referente a espectrofotometria derivativa):

KQ—:[Am%mz [An] (3.41)
[A5%a A LTV,

|

|

|

De facto, os valores de K, obtidos com as equag¢des 3.10 ou 3.41, para a [A(]
(em vez de [A;] na formula 3.41) foram muito semelhantes para todas as
concentragdes de farmaco adicionadas ao sistema (Tabela 3.6).

O coeficiente de particido adimensional foi também calculado através da
concentragao de farmaco na solugdo aquosa e nao na interface pela equagao 3.41. Os
resultados, de um ensaio presente na Tabela 3.6, mostram que os valores obtidos com
a concentragdo na fase aquosa sdo menores que os calculados tendo em conta a
concentragdo na interface e essa diferenga é maior quando a concentracao de
farmaco aumenta. Contudo, para uma concentragao de farmaco menor que 50 pM os
dois conjuntos de resultados sao similares, sugerindo que a influéncia dos efeitos
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electrostaticos no coeficiente de particdo pode ser negligenciada para baixas
concentracdes de farmaco. Sob estas condi¢des, pode-se considerar que [Ai" ]; [A;]
e, assim, € indiferente a utilizacdo da concentragado na interface ou no seio da solugao
aquosa para o calculo do coeficiente de particdo. No entanto, para elevadas
concentragdes de farmaco (no presente caso, superiores a 50 pM), a particdo de A’
nos lipossomas cria um aumento na densidade de carga a superficie dos lipossomas e
as repuisdes electrostaticas com as espécies carregadas negativamente presentes em

solugdo nio podem mais ser negligenciadas e, deste modo, a concentragédo de A" na
superficie membranar € menor que no seio da solugéo, [A[]< [A;]. De facto, o valor

de K, obtido a partir da equacéo 3.41 foi de 131 e de 183 para 500 uM de clonixina e
diclofenac, respectivamente, consideravelmente menores dos que obtidos (240 e 405
para uma concentragdo igual a 500 uM de clonixina e diclofenac, respectivamente)
quando se tem em conta apenas a concentragao interfacial, como se pode observar na
Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Valores de coeficientes de particdo adimensionais (K;), calculados a partir da
concentracao de farmaco na interface (K (Aj)) ou na solugéo aquosa (K, (A,)), pelas equagdes
3.10 e/ou 3.41, na presencga de diferentes concentragdes de clonixina e diclofenac, a pH igual a
7.4

Clonixina Diclofenac
['?:::AE] Ky (Ai_) Ko (A? Ko (Aa.) Ko (Ai_) Ko (Ai-) Ko (A:i)
Equagdo Equagdo Equacdo Equagdo Equagdo Equagdo

3.10 3.41 3.41 3.10 3.41 3.41

5 1390 1388 1323 1390 1391 1326
10 735 734 693 1070 1070 991
20 579 579 528 723 723 684
30 514 514 456 647 647 561
40 469 468 406 664 665 551
50 461 461 388 746 746 585
100 378 379 291 574 574 405
150 328 329 237 507 507 329
200 3N 312 212 506 507 300
300 279 280 174 463 463 244
500 239 240 131 405 405 183
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O referido mostra que para baixas concentragdes de farmaco a igualdade
[Ai‘ ]: [A;] pode ser usada e, deste modo, os coeficientes de particdo determinados
por metodologias que tém por base a concentragdo de farmaco na fase aquosa,
proporcionam uma descrigdo fidedigna da particdo verificada nas membranas. No
entanto, o0 mesmo nao se verifica para elevadas concentragdes de farmaco, uma vez
que nestas condigbes, tal igualdade nao se verifica. De facto, os coeficientes de
particdo obtidos através dos valores das concentragdes de farmaco na solugao aquosa
sdo menores do que aqueles que efectivamente consideram a concentragcdo na

superficie da membrana, visto que a particGo é apenas estabelecida pela

concentragéo na interface e [Ai‘]< [A;].

3.4.2.3. Determinagdo do coeficiente de partigdo por desactivagdo de

fluorescéncia

A aplicagdo da equagado 3.28 a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
medida experimentalmente em fungdo da concentracdo total do AINE em estudo
permitiu a determinagao do valor da constante aparente de Stern-Volmer. Com efeito,

a representacgao grafica de ly/I-1 em fungao de [Q]r, para cada concentragdo de lipido,

originou uma recta com ordenada na origem igual a zero e declive igual a K .

A partir dos valores de KZ\ obtidos para os diferentes V, foi possivel a

determinacdo do coeficiente de particdo, por um método de regressdo nao linear,
através da equacao 3.29 (Figura 3.30).

Pela observacdo da Figura 3.30, verifica-se, de facto, que ha uma diminuigao

do valor de K& com o aumento do volume de lipido. Os valores dos parametros K,

adimensional (divisdo do valor de K, expresso em M" por V,) e K, obtidos estdo

incluidos na Tabela 3.7.
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Figura 3.30: Representacéo grafica da dependéncia dos valores de K¥P com o volume de

lipido. As linhas correspondem ao ajuste ndo linear do modelo matematico, expresso pela
equacao 3.29, para a clonixina (A), diclofenac (B), piroxicam (C) e tenoxicam (D).

Tabela 3.7: Valores de Ky, (M) e de K, (adimensionais), obtidos para a clonixina, diclofenac,
piroxicam e tenoxicam, em lipossomas unilamelares de EPC, a pH igual a 7,4. Os valores
apresentados correspondem a média e desvio padrao dos resultados obtidos em trés ensaios
independentes.

Farmacos Ko Kev (M)

Diclofenac 1170 + 200 0,73 + 0,09
Clonixina 670 + 130 10,77 + 1,03
Piroxicam 2680 + 190 7,83+ 0,37
Tenoxicam 2320 + 90 30,78 + 0,67
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A comparagdo dos valores de K, obtidos pela técnica de desactivagéo de
fluorescéncia (Tabela 3.7) com os valores ja obtidos por espectrofotometria derivativa
e potencial-zeta (Tabelas 3.2 e 3.5), permitiu verificar que os resultados fornecidos

pelas trés técnicas referidas sdo concordantes.

3.4.3. Determinagido da localizagdo dos AINEs

A localizacdo dos AINEs na bicamada lipidica foi avaliada pela comparagéo da
eficacia de desactivacéo da fluorescéncia de sondas da série n-AS (n = 2, 6, 9 e 12),
as quais possibitaram ainda o conhecimento de qudo profundamente determinado
farmaco se situa na membrana, uma vez que contém o mesmo grupo fluorescente
ligado a diferentes posi¢des da cadeia hidrocarbonada.

Os anti-inflamatorios em estudo, com excepgao do indoprofeno e do etodolac
em concentracbes aproximadamente inferiores ou iguais a 120 pM, causaram
desactivacdo de fluorescéncia de todas as sondas n-AS utilizadas. Na Figura 3.31 A, &
possivel observar um exemplo da desactivacido de fluorescéncia da sonda 12-AS,
perante concentragdes crescentes de clonixina e a constancia dos valores de
intensidade de fluorescéncia obtidos para o indoprofeno, na presenga da mesma
sonda mencionada, enquanto que na Figura 3.31 B apresenta-se a eficacia de

desactivacao de fluorescéncia do etodolac face as diversas sondas n-AS.
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Figura 3.31 A: Fluorescéncia relativa, em percentagem, da sonda 12-AS em LUVs (500 uM), a
pH 7.4, na presenca de concentragbes crescentes de clonixina (M) e indoprofeno ( ). B:
Fluorescéncia relativa, em percentagem, das sondas n-AS (2-AS: ll; 6-AS: @; 9-AS: 4, 12-AS:

) incorporadas em LUVs (500 uM), a pH igual a 7,4, na presenga de concentragOes
crescentes de etodolac.
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A diminui¢édo da intensidade de fluorescéncia, quer do espectro de excitacao,
quer do espectro de emissdo das sondas n-AS, na presenca de concentragoes
crescentes de desactivador (farmaco) ocorreu sem alteracgao significativa das bandas
espectrais, o que significa que o fendbmeno de desactivacido sera provavelmente do
tipo colisional [78]. Na Figura 3.32 estéo representados os espectros de excitagdo e de
emisséo da sonda 2-AS na presencga dos AINEs piroxicam e tenoxicam. O mesmo

padrdo pode ser observado para todas as sondas da série n-AS, com os diferentes

farmacos.
1000+ 1 A 1000 1 B
800+ 800
600 600
| |
400+ 6 400
200 200
74 X

%0 3% 400 450 500 580 600 %00 30 4d0 450 500 580 600
A (nm) A (nm)

Figura 3.32: Espectros de excitacdo e de emissdo da sonda 2-AS incorporada em lipossomas

unilamelares (500 uM), na presencga de concentragdes crescentes (0 — 52 uM) de piroxicam (A)

e de tenoxicam (B), a pH igual a 7,4. A denotagdo numérica de 1 a 6 assinala os espectros

obtidos na presenca de concentragdes crescentes de farmaco: 0, 13, 22, 30, 39 e 52 pM.

Considerando que o processo de desactivacao de fluorescéncia é colisional, a
diminuicdo de fluorescéncia relaciona-se com a concentracdo de desactivador pela

equacio 3.28, a qual, representada graficamente, origina uma fungao linear de |, /I-1
versus [Q]r (Figura 3.33). Os declives das rectas de Stern-Volmer obtidos

correspondem a valores da constante aparente de Stern-Volmer, K7 . A Tabela 3.8
contem os valores de K& obtidos para os AINEs em estudo, bem como os valores de
K, calculados pela equagédo 3.31, para os AINEs clonixina, diclofenac, tenoxicam e
piroxicam e os valores de K™ determinados a partir da equagdo 3.32 para o

etodolac. A inexisténcia de valores de K, para o etodolac & devida ao facto da

interaccéo deste AINE com os lipossomas de EPC néo ser significativa nas condigdes
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experimentais utilizadas para a determinagao do valor de K, o qual & necessario para

o calculo do valor de K, (pela equagéo 3.29). Deste modo, utilizou-se os valores de

KZ&P obtendo-se, consequentemente, valores de K, os quais também tém sido

usados para inferir acerca da localizagao de farmacos por varios autores [15].

Os valores de K, e de K constituem uma ferramenta util na inferéncia da

localizagdo relativa de um soluto na membrana [67, 68], uma vez que reflectem, ao

contrario dos valores de K3, a eficacia de desactivagdo de fluorescéncia de cada

uma das sondas pela presenga do farmaco desactivador, de uma forma independente
das diferencas intrinsecas do microambiente observado para cada sonda, que se
repercutem nos valores de 1.

Pela observacdo da Tabela 3.8, pode-se verificar, como ja referido
anteriormente, que todas as sondas n-AS incorporadas em LUVs, a um valor de pH
igual a 7,4, sofreram desactivagdo de fluorescéncia pelos farmacos em estudo,
excepto pelo indoprofeno, o que leva a pensar que existem varios grupos funcionais
ao longo da molécula que podem ser responsabilizados pela diminuicdo da
fluorescéncia destas sondas, nomeadamente os grupos carboxilicos, devido a
electronegatividade do oxigénio, o grupo indol (estudos demonstraram que o grupo
indol do triptofano é capaz de desactivar a fluorescéncia de moléculas contendo o
fluordforo antroiloxi em vesiculas de DMPC a 20°C [71]), o grupo carbonilo e o cloro
(os halogéneos, principalmente o bromo, sdo usados como desactivadores de
fluorescéncia ligados covalentemente a acidos gordos [23]). Ainda, pela analise da
Tabela 3.8, pode-se verificar que a eficiéncia relativa de desactivagao de fluorescéncia
pelo diclofenac seguiu a ordem: 2-AS ~ 12-AS > 9-AS =~ 6-AS, enquanto que para a

clonixina e oxicamos a ordem observada foi: 2-AS > 6-AS > 9-AS > 12-AS, e que,

finalmente, para o etodolac a ordem observada foi a seguinte: 2-AS > 12-AS > 6-AS ~

9-AS.
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Figura 3.33: Representacdo grafica da equagcdo de Stern-Volmer para a desactivagéo de
fluorescéncia da série de sondas n-AS (2-AS: M, 6-AS: @, 9-AS: 4, 12-AS: ) pela clonixina
(A), diclofenac (B), piroxicam (C), tenoxicam (D) e etodolac (E), em LUVs de EPC
(aproximadamente 500 uM), a pH igual a 7,4 e a 25°C.
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Tabela 3.8: Valores da constante aparente de Stern-Volmer, K;‘\’,p e da constante bimolecular

de desactivagdo de fluorescéncia, K, obtidos para a clonixina, diclofenac, tenoxicam,
piroxicam, etodolac e indoprofeno em lipossomas unilamelares de EPC (500 uM, pH = 7,4)
marcados com as sondas n-AS. Os valores apresentados correspondem a média e desvio
padrao dos resultados obtidos em trés ensaios independentes.

K3 Kex 10® (M's™)
2-AS 6-AS 9-AS 12-AS 2-AS 6-AS 9-AS 12-AS

AINEs

Clonixina | 8080+ 300 7970+ 300 8300+ 200 8060 + 300 {259+ 0,77 23,5+ 0,56 21,1+ 0,13 156+ 0,12
Diclofenac | 700+20  500+70  610+70 1110+20 |1,42+0,25 093+0,08 0,98+ 0,6 1,36+0,15
Tenoxicam | 30820 + 646 31403 + 595 31463+ 09333426+ 797| 48+18 44+01 36+07 30409
Piroxicam [10504 + 1258 10601 + 1055 11327 + 232 11759 + 506| 15+ 15 14+15 13402 10+08
Etodolac | 251+20  176+4 200+ 16 300+24 [433+0,48 2,79+ 0,14* 2,74+ 022" 3,12+ 0,35

*k ok *k *k *k *k *¥ *k

Indoprofeno

*Kapp X 102 ( M-1s-1)
**n3o foi possivel determinar um valor nas condigbes experimentais estabelecidas

Os resultados obtidos para o diclofenac sugerem que este farmaco pode estar
localizado perto dos grupos polares dos fosfolipidos, provavelmente através de
interacgOes electrostaticas com o grupo amina da colina carregado positivamente, uma
vez que este AINE se encontra praticamente todo na forma negativa (99,9%), a um
valor de pH igual a 7,4. Por outro lado, a estrutura quimica do diclofenac pode fornecer
uma explicacéo para a elevada eficiéncia de desactivagdo de fluorescéncia observada
para a sonda 12-AS, através da presenca de um grupo adicional desactivador de
fluorescéncia (atomo de cloro) possivelmente localizado na proximidade da posigao do
carbono 12 da cadeia acil dos fosfolipidos. Quanto a clonixina, os resultados obtidos
sugerem que este anti-inflamatério ndo se encontre profundamente localizado no
interior da bicamada lipidica, mas preferencialmente perto da superficie polar
membranar. Assim, a localizagdo proposta para a clonixina é corroborada pela
observacéo da sua estrutura quimica, onde é possivel observar a presenga do grupo
carboxilico desprotonado (98,7%), a um valor de pH igual a 7,4, que pode explicar a
maior eficacia de desactivacdo para as sondas localizadas na proximidade da
superfice polar da bicamada lipidica. Adicionalmente, a presenga de um grupo

desactivador (atomo de cloro), provavelmente localizado mais profundamente na
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bicamada, pode explicar a desactivagio de fluorescéncia observada para as sondas ai
localizadas. Relativamente aos oxicamos estudados, o pequeno decréscimo
observado em direc¢do a zona mais interna da bicamada, sugere que estes farmacos
estejam localizados, provavelmente, com os seus grupos hidrofilicos orientados para a
zona polar da membrana, enquanto que os seus grupos hidrofébicos estaréo
localizados junto as cadeias lipofilicas dos acidos gordos da membrana. Esta
localizagdo proposta corrobora outros estudos de localizagdo efectuados por

modulagdo molecular para oxicamos [96]. Finalmente, para o etodolac, & possivel

verificar que os valores de KX’ obtidos para todas as sondas n-AS séo

significativamente menores que os obtidos para os outros farmacos estudados, com
excepcao do indoprofeno (Tabela 3.8), o que significa que o etodolac interage com
todas as sondas n-AS usadas, mas numa menor extensdo. A menor eficacia de
desactivagao de fluorescéncia verificada para o etodolac pode estar relacionada com o
menor numero de moléculas presentes no interior da bicamada lipidica,
comparativamente as existentes dos outros AINEs, com excepg¢do do indoprofeno.
Esta observagdo é corroborada pela constancia dos valores de intensidade de
fluorescéncia para concentragdes de etodolac inferiores ou iguais a 120 pM e por n&o
ter sido possivel quantificar a interacgdo deste AINE com os lipossomas nos estudos
efectuados por espectrofotometria derivativa de UV/Vis. Com efeito, estes dois factos
sugerem que a partilha do etodolac entre a fase aquosa e lipidica deve ser efectuada
em pequena extens&o. A ordem de eficiéncia de desactivacao de fluorescéncia relativa
obtida sugere que este AINE se encontre preferencialmente localizado, pelo seu grupo
carboxilico desprotonado, carregado negativamente, junto a zona polar da membrana
dipolar, como o referido para a clonixina e diclofenac. O resto da molécula, mais
apolar, deve interdigitar-se por entre as caudas dos fosfolipidos, possivelmente
alinhando os seus atomos de forma a diminuir o volume ocupado lateralmente, e
possivelmente com o grupo indol mais préximo da sonda 12-AS, o que justifica a maior
eficiéncia de desactivacdo de fluorescéncia observada para a sonda referida, em
detrimento da eficiéncia de desactivagcdo de fluorescéncia verificada para as sondas
6-AS e 9-AS.
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3.4.4. Avaliacao dos efeitos dos AINEs a nivel membranar

3.4.4.1. Determinagdo do didametro e potencial-zeta da membrana

Diametro dos lipossomas: A populagdo de LUVs, na auséncia e na presenga de
concentra¢des crescentes de AINEs, mostrou-se uma populagdo homogéenea com
tamanho bem definido. De facto, a interac¢io dos diversos anti-inflamatorios com os
lipossomas de EPC, aos dois valores de pH distintos (7,4 e 3,0), ndo provocou uma
variagdo no tamanho médio das vesiculas e o indice de polidisperséo obtido foi
sempre menor do que 0,1. Na Tabela 3.9 apresenta-se, como exemplo, os resultados,
de um ensaio, obtidos para o tamanho médio dos LUVs na presenga de diferentes

concentragées de diclofenac, a um valor de pH igual a 7,4.

Tabela 3.9: Tamanho médio de LUVs de EPC (400 uM) na presenga de concentragbes
crescentes de diclofenac, a pHigual a 7 4.

[Diclofenac] Tamanho médio

(uM) (nm)

0 133,0
50 131,8
100 132,5
150 132,5
200 132,9
250 134,8
300 133,7
350 133,1
400 133,0
450 132,0
500 133,1

Potencial-zeta dos lipossomas: O potencial-zeta (), medido nas mesmas
suspensdes utilizadas na determinagdo do didmetro dos LUVs, apresentou uma
variagdo de potencial de membrana das vesiculas para alguns dos farmacos testados.
De facto, a um valor de pH igual a 7,4, a interacgdo dos AINEs diclofenac, clonixina e
etodolac, preferenciaimente carregados negativamente, com a membrana lipidica

electricamente neutra, conferiu um potencial de superficie mais negativo a membrana.
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Pelo contrario, a interaccdo do tenoxicam, piroxicam e indoprofeno com a membrana
nao provocou uma alteragdo significativa do seu potencial de superficie. Na Figura
3.34 é possivel observar a variagdo dos valores de potencial-zeta obtidos com o

aumento da concentracio dos AINEs.

-161
-184

0,0  1,5x10* 3,0x10* 4,5x10* 6,0x10™
[AINE] (M)

Figura 3.34: Variagéo do valor de potencial-zeta (£) com a concentracdo dos AINEs diclofenac
( ), clonixina (), etodolac (M), tenoxicam (), piroxicam (“4) e indoprofeno (¥), na presenca
de 400 uM de LUVs de EPC, a pH igual a 7,4.

A Figura 3.34 mostra que, embora a fosfatidilcolina seja uma molécula dipolar,
o potencial medido para as vesiculas de EPC foi negativo, mas muito préximo de zero,
como referido no capitulo 2. Este facto pode ser devido a adsorgdo preferencial de
anibes da solugdo aguosa. Adicionalmente, pode-se observar, pela Figura 3.34, que
os valores de potencial-zeta dos lipossomas de EPC, a um valor de pH igual a 7,4,
decresceram a medida que a concentracdo total de diclofenac, clonixina e etodolac
aumentava, enquanto que para os farmacos indoprofeno, piroxicam e tenoxicam nao
se verificou praticamente variagdo desses valores. Os resultados obtidos estdo de
acordo com a forma carregada ou dipolar dos farmacos apresentada maioritariamente
ao valor de pH em estudo e, adicionalmente, com a possivel localizacdo dessas
mesmas moléculas na bicamada lipidica. Assim, as moléculas de diclofenac (pK, igual
a 3,97), clonixina (pKa1 € pKa, iguais a 5,53 e 2,20, respectivamente) e etodolac (pKa
igual a 4,65 [97]) apresentam-se preferencialmente carregados negativamente a um
valor de pH igual a 7,4, e, possivelmente, com estes grupos polares, responsaveis

pela carga, localizados superficialmente perto dos grupos polares dos fosfolipidos, o
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que justifica a obtengéo dos resultados apontados. A descida dos valores de potencial-
zeta para o AINE etodolac em concentragdes inferiores as anteriormente referidas
para se verificar uma particdo significativa (aproximadamente iguais ou superiores a
120 uM) pode ser justificada pela existéncia de fendmenos electrostaticos. De facto,
frequentemente, os fendmenos de particdo simples sdo complementados por
fendmenos electrostaticos.

Nao houve, no entanto, uma diminuicdo significativa dos valores de C para o
tenoxicam e piroxicam (diferengas menores que 3 mV [98]) no intervalo de
concentragées usado, o que esta de acordo com a presenga preferencial destes
farmacos na forma dipolar, a um valor de pH igual a 7,4, no meio reaccional.
Finalmente, os valores de potencial-zeta obtidos na presenga de concentragdes
crescentes do anti-inflamatério indoprofeno foram muito constantes para todas as
concentacbes ensaiadas. Este estudo, mais uma vez, mostra que nao foi possivel
observar uma interaccdo entre o AINE referido e os LUVs de EPC, a um valor de pH
igual a 7,4.

Ao contrario do que se verificou a um valor de pH igual a 7,4, a um valor de pH
igual a 3,0, os AINEs clonixina e diclofenac ndo apresentaram capacidade para alterar

o valor do potencial da membrana (Figura 3.35).
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[Diclofenac] (M) [Clonixina] (M)

Figura 3.35: Variagao do valor de potencial-zeta (C) com a concentragdo dos AINEs diclofenac
(A) clonixina (B), na presenga de 400 pM de LUVs de EPC, a pH igual a 3,0.

Como é possivel observar na Figura 3.35, o potencial positivo apresentado
pelas vesiculas de EPC a este valor de pH, devido a protonagao do seu grupo fosfato,

ndo sofreu alteragcdo na presenga de diferentes concentragdes de diclofenac e
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clonixina. De facto, a um valor de pH igual a 3,0, o diclofenac encontra-se
predominantemente na sua forma neutra em solugdo aquosa e, por este motivo, ndo
origina uma alteragdo no potencial de superficie da membrana. Relativamente a
clonixina, ao valor de pH referido, este farmaco encontra-se, em solugao aquosa,
preferencialmente na forma positiva e dipolar em detrimento da forma negativa, numa
proporgdo semelhante a observada para as espécies do acido niflumico, que possui,
como anteriormente referido, valores de pK,, e pKs, semelhantes aos obtidos para a
clonixina [51]. Assim, deve ocorrer repulsdo electrostatica entre as moléculas de
clonixina carregadas positivamente e a superficie membranar também com carga
positiva, e, consequentemente, a particdo deve ser efectuada preferencialmente pelas
moléculas de clonixina na forma dipolar. Deste modo, n&do se verifica uma alteragéo do

potencial-zeta dos lipossomas de EPC.

3.4.4.2. Determinagéo da fluidez membranar

Os efeitos dos AINEs clonixina, diclofenac, piroxicam, tenoxicam, etodolac e
indoprofeno na microviscosidade interna das membranas foram avaliados por estudos
de anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario, os quais tém sido largamente
usados para estudar a influéncia de varios farmacos no "gradiente de fluidez" em
modelos membranares, pelas sondas n-AS [72]. Contudo, nestes estudos, como
referido anteriormente, ndo é possivel uma correlacdo directa entre os dados
experimentais e a fluidez membranar. Assim, foi necessario considerar as correcgdes
apropriadas aos valores de anisotropia medidos experimentalmente, descritas em
3.2.4.2, para validar essa relacao.

Nas Figuras 3.36 e 3.37 é possivel observar alguns exemplos de comparagao
entre rc € ' e a respectiva diferenga obtida na presenca de concentragbes
membranares crescentes de farmaco. Assim, a Figura 3.36 apresenta o diclofenac,
que é um farmaco capaz de diminuir a fluidez membranar e, pelo contrario, na Figura
337, A e B representam exemplos de farmacos capazes de a aumentar,
nomeadamente os AINEs clonixina e tenoxicam.

Os resultados obtidos permitiram a analise diferencial da capacidade dos
AINEs em perturbarem a membrana como um todo, e, adicionalmente, também
possibilitaram a comparagdo da perturbagdo observada para cada sonda. De facto,

como cada uma das sondas n-AS utilizadas esta localizada a diferentes profundidades
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no interior das membranas, foi possivel a obtengdo de informagdes acerca da fluidez

indoprofeno.

0,16

0,154

[

o 0,14 1

0
0
—_

0,13 -

0,12 4

16 -
141

" {

u

12

0.0

T

0,1

104

%
i

Tem sido observado por varios autores [73, 74, 99-101] que na fase fluida os
maiores efeitos de perturbagdo das membranas (quer sejam de aumento ou de
diminuicdo da fluidez), pelos compostos hidrofébicos, ddo-se no centro da bicamada
(préximo da sonda 12-AS) e em menor extensdo na regido das sondas 2-AS, 6-AS e
9-AS (de gradiente 2-AS < 6-AS < 9-AS), também designada por planalto (“plateau”),
sugerindo que esta regido é estruturalmente mais estavel e menos susceptivel a
perturbagao.
Os dados experimentais corrigidos demonstraram que os anti-inflamatdrios em
estudo, com excepcgdo do indoprofeno e do diclofenac, provocaram um aumento da
fluidez membranar, tanto maior quanto maior a concentragdo dos mesmos. No
entanto, enquanto que o indoprofeno ndo causou qualquer efeito a nivel da fluidez
membranar, o diclofenac enrijeceu a bicamada lipidica de uma forma dependente da
concentragdo. A Tabela 3.10 contem os valores de rs; obtidos experimentalmente e os
respectivos valores corrigidos na presenca de concentragdes crescentes de
|
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Figura 3.36: Valores de anisotropia corrigida, r’ (
diclofenac.

(M), e a resultante re-r' (#), para a sonda 2-AS incorporada em lipossomas unilamelares de
EPC (500 uM), a pH igual a 7,4, na presenga de concentragbes membranares crescentes de
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Figura 3.37: Valores de anisotropia corrigida, r' ( ), e experimentais de estado estacionario, rss
(M), e a resultante rg-r' (#), para a sonda 12-AS incorporada em lipossomas unilamelares de
EPC (500 uM), a pH igual a 7,4, na presenca de concentragées membranares crescentes de
clonixina (A) e tenoxicam (B).

Os dados adquiridos para o indoprofeno sdo concordantes com os obtidos nos
estudos anteriores, pois como a interacgdo do indoprofeno com a membrana lipidica
nao deve ser significativa, a um valor de pH igual a 7,4, ndo deveria ocorrer uma
alteracdo mensuravel da fluidez membranar. Um comportamento semelhante ao
observado para o indoprofeno foi verificado para o etodolac, quando presente em
concentragdes inferiores a aproximadamente 120 pM, pela mesma razédo enunciada
para o indoprofeno.

O diclofenac foi o unico dos farmacos estudados capaz de provocar uma
diminuicdo da fluidez membranar. No entanto, este efeito foi apenas observado para a
sonda 2-AS, enquanto que para as outras sondas nao se verificou uma perturbagao

evidente na microviscosidade membranar (Figura 3.38).
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Tabela 3.10: Valores da anisotropia de estado estacionario experimentais, rs, € da anisotropia
corrigida, ', para as sondas n-AS incorporadas em lipossomas unilamelares de EPC (500 pM),
a pH igual a 7,4, na presenca de concentragdes crescentes de indoprofeno. |

[Indoprofeno] 2-AS 6-AS 9-AS 12-AS
Mx10%) " e P he P et
0 0,133 0,133 0,130 0,130 0,701 0,101 0,070 0,070
0,29 0,133 0,134 0,126 0,127 0,102 0,100 0,069 0,070
0,87 0,130 0,135 0123 0,126 0,100 0,099 0,069 0,072
1,16 0,130 0,135 0,123 0,126 0,100 0,098 0,067 0,071
1,74 0,131 0,135 0,124 0,127 0,097 0,095 0,067 0,070
2,89 0,131 0,134 0,127 0,128 0,102 0,100 0,069 0,072
4,63 0,130 0,134 0,128 0,131 0,100 0,099 0,068 0,070
7,23 0,129 0,133 0129 0126 0,097 0,095 0,067 0,070
0,167A 0,112-B
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Figura 3.38: Valores de anisotropia corrigida, r' ( ), e experimentais de estado estacionario, rss
(M), para as sondas 2-AS (A), 6-AS (B), 9-AS (C) e 12-AS (D), incorporadas em lipossomas
unilamelares de EPC (500 uM), a pH igual a 7,4, na presenga de concentragbes efectivas
crescentes de diclofenac.
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Os efeitos do diclofenac na fluidez membranar sdo concordantes com os
resultados obtidos nos estudos de localizagdo. De facto, este farmaco aumentou a
rigidez ao nivel dos grupos polares dos fosfolipidos, o que esta de acordo com a sua
localizagdo preferencial, que €& na superficie da membrana. O comportamento
observado pode ser explicado pelo facto de que na regiao onde este AINE se encontra
localizado, devera existir uma menor desordem, devido a um aumento na densidade
de empacotamento, do que o verificado nas outras regiées da bicamada lipidica. No
entanto, o anel benzénico cloro-substituido, apesar de estar provavelmente localizado
ao nivel da parte mais interna da membrana, nao afecta significativamente a fluidez
membranar dessa regido. Este mesmo efeito foi observado para as sondas 6-AS e
9-AS, que fazem parte do planalto menos susceptivel a perturbagao.

Os AINEs clonixina, piroxicam, tenoxicam e etodolac, apresentaram, ao
contrario dos farmacos anteriores, como ja referido anteriormente, capacidade de
fluidificacdo da membrana. As diferengas na poténcia destes compostos, no aumento
da fluidez da membrana, reflectiram-se no valor dos seus ICs, que sao definidos como
a concentracdo na fase membranar ([Q], em M) de cada composto requerida para
aumentar o efeito de fluidificagado [((r - rss) / r'o) x 100] em 25%. Estes valores de ICys
foram calculados através de regressGes polinomiais de segunda ordem
(y = ax*+ bx + 100), uma vez que nem sempre se obteve uma relagio linear entre o
efeito de fluidificagdo em percentagem e a concentragdo do composto em estudo
(Figura 3.39). No entanto, para o etodolac as concentragdes apresentadas na Figura
3.39 correspondem as concentragdes totais, uma vez que como a interac¢do deste
AINE com a membrana n3o deve ser significativa, como ja referido anteriormente, nas
condi¢es experimentais utilizadas para a determinagao do valor de K, nao se tornou
possivel quantificar tal interacgdo, cujo valor era necessario para o calculo do valor de
[Q]n. Contudo, uma vez que o perfil de distribuicdo dos pontos percentuais de
fluidificagdo € o mesmo quer se considere concentragdes membranares ou totais
(corroborado pela observagdo desse efeito com os farmacos clonixina, tenoxicam e
piroxicam), torna-se na mesma possivel a comparagéo dos resultados obtidos para o
etodolac relativamente aos outros farmacos. De facto, pode-se concluir que o etodolac
€ o menos eficaz dos quatro farmacos referidos, pois 0 maximo efeito de fluidificagio
atingido € apenas aproximadamente igual a 9% (Figura 3.39). Assim, considerando
este valor de percentagem de fluidificacdo obtido para o etodolac e supondo que a
partir da concentragcdo em que se observa desactivagdo de fluorescéncia por este

farmaco, a sua particdo era superior & maxima (por exemplo, K, = 2800) ou inferior a
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minima (por exemplo, K, = 200) dos farmacos em estudo, havia na mesma
necessidade de concentragdes membranares superiores as apresentadas pelos outros

AINEs de 9%.
Complementarmente, se se observasse apenas as concentragdes totais dos farmacos,

para provocarem um efeito fluidificagdo comum de

também se chegaria a mesma conclusao.
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Figura 3.39: Efeito de fluidificagao (%), para as sondas 2-AS (H), 6-AS (@), 9-AS (A) e 12-AS
('¥) incorporadas em lipossomas unilamelares de EPC (500 pM), a pH igual a 7,4, causado por
concentragdes crescentes de clonixina (A), piroxicam (B), tenoxicam (C) e etodolac (D).

Os valores de IC,s, obtidos para os AINEs capazes de provocar um aumento

da fluidez membranar, estdo apresentados na Tabela 3.11.
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Tabela 3.11: Valores de IC;;s dos AINEs clonixina, tenoxicam, piroxicam e etodolac
determinados para cada sonda n-AS incorporada em LUVs de EPC (500 puM), a pH igual a 7,4.
Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao dos resultados obtidos em
trés ensaios independentes.

ICog
AINEs
2-AS 6-AS 9-AS 12-AS

Clonixina 0,148 + 0,076 0,238 + 0,043 n.a* n. a*
Diclofenac  Diminui fluidez ol ek e
Tenoxicam 0,033 + 0,003 0,023 + 0,001 0,019 + 0,004 0,014 + 0,001
Piroxicam 0,084 + 0,001 0,072 + 0,008 0,058 + 0,002 0,041 + 0,002
Etodolac > ** n ax* n. ar*
Indoprofeno ** ** ** >
*nao atinge

**sem efeito nas condigdes experimentais estabelecidas

A observagdo da Tabela 3.11, permite ordenar os compostos em termos de
eficacia na fluidificagdo membranar do seguinte modo: tenoxicam > piroxicam >
clonixina > etodolac. De facto, o tenoxicam foi o AINE que se revelou mais eficaz no
aumento da fluidez da membrana para todas as sondas n-AS. Adicionalmente, a
andlise dos resultados tambem mostra que a perturbagio causada por estes farmacos
nao é a mesma a todas as profundidades da bicamada. Assim, a ordem observada
nos diferentes graus de profundidade para a clonixina foi 2-AS > 6-AS > 9-AS > 12-AS,
enquanto que para os oxicamos a ordem obtida foi contraria a anterior, ou seja,
12-AS > 9-AS > 6-AS > 2-AS, e finalmente para o etodolac a ordem obtida
correspondeu a 12-AS 2 9-AS. Com efeito, o etodolac, ao contrario da clonixina,
piroxicam e tenoxicam (que apresentaram comportamento semelhante ao apresentado
na Figura 3.27 (A e B), para todas as sondas n-AS), apenas demonstrou capacidade
fluidificante na localizacdo das sondas 9-AS e 12-AS (Figuras 3.39 e 3.40). Ao nivel do
local onde as sondas 2-AS e 6-AS se encontravam localizadas, ndo ocorreu uma
perturbacao significativa da fluidez da membrana.

A eficacia demonstrada pelo etodolac estd de acordo com os estudos acima
referidos [73, 74, 99-101], e com os resultados obtidos nos estudos de localizagao. De
facto, apesar do etodolac se encontrar ligado electrostaticamente pelo seu grupo

carboxilico desprotonado a superficie polar da membrana, a sua preseng¢a nesta
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posicdo mais superficial ndo parece influenciar a elevada ordem observada na regiao

proxima das sondas 2-AS e 6-AS. No entanto, 4 medida que se vai avangando para

uma maior profundidade na bicamada a susceptibilidade das regides a perturbagao vai

aumentando, atingindo o seu maximo no centro da bicamada, préximo da localizacao

da sonda 12-AS. Assim, nesta posicdo, ja foi possivel observar a capacidade do

etodolac em aumentar a fluidez membranar.
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Figura 3.40: Valores de anisotropia corrigida, r' ( ), e experimentais de estado estacionario, res
(M), para as sondas 2-AS (A), 6-AS (B), 9-AS (C) e 12-AS (D), incorporadas em lipossomas
unilamelares de EPC (500 uM), a pH igual a 7,4, na presencga de concentragfes crescentes de
etodolac.

Os resultados obtidos para a clonixina estdo de acordo com a sua eficacia de

membrana). De facto, como o AINE referido parece estar preferencialmente localizado

\
desactivacdo de fluorescéncia (que esta relacionada com a sua localizagdo na

na proximidade da superficie polar membranar, o efeito fluidificante significativamente
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maior a esse nivel pode ser explicado por um aumento da area entre as moléculas
lipidicas, uma vez que a clonixina se encontra electrostaticamente ligada aos grupos
polares dos fosfolipidos. Assim, este AINE, como o diclofenac, embora com efeitos
antagonicos, parece vencer a resisténcia a perturbagdo apresentada pela regido onde
se encontram localizadas as sondas 2-AS, 6-AS e 9-AS, com consequente
fluidificagao da mesma.

Finalmente, a ordem de eficacia ao nivel das varias regibes membranares
observada para os oxicamos, contraria a da clonixina, esta de acordo com os estudos,
anteriormente referidos, acerca da susceptibilidade da membrana a perturbagéo por
um composto hidrofébico [73, 74, 99-101]. Com efeito, apesar dos oxicamos e a
clonixina apresentarem uma ordem de eficiéncia relativa de desactivacdo de
fluorescéncia equivalente, o mesmo ndo se observa neste estudo de fluidez
membranar, as quais sdo contrarias. Deste modo, enquanto que a clonixina se parece
dispor de um modo capaz de contrariar os estudos referidos, os oxicamos
apresentaram um comportamento que se identifica com o observado por esses varios
autores.

Como concluséo, pode-se referir que os efeitos dos farmacos perturbadores da
fluidez membranar estdo dependentes quer da sua localizagdo na bicamada, quer da

susceptibilidade a perturbagéo da regido da membrana que se esta a considerar.

3.5. CONCLUSAO

O trabalho realizado permitiu, ndo apenas quantificar a extenséo da interacgao
dos AINEs com os lipossomas de EPC, mas também demonstrou que essa interacgéo
é governada pela natureza quimica do composto farmacéutico, assim como pela
composicdo das préprias membranas. Adicionalmente, possibilitou avaliar os efeitos
dessa interacg¢do nas propriedades fisico-quimicas da membrana, nomeadamente pelo
estudo de alteragdes no potencial e fluidez membranar.

Dependendo das propriedades acido-base e lipofiia de um farmaco, a
interaccdo pode ocorrer em maior ou menor extensdo. Assim, foi necessaria a
caracterizagido das constantes de acidez da clonixina, ndo encontradas na literatura, e
do diclofenac, para o conhecimento dos parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos dos farmacos. De facto, a correcta avaliagio do estado de

ionizagdo do farmaco nos diversos compartimentos fisiolégicos contribui para um
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conhecimento mais aprofundado do seu tempo de retengao no organismo, assim como
da sua biodistribuicdo, uma vez que o estado de ionizagdo de uma molécula afectara o
seu transporte transmembranar. A sua actividade farmacologica podera também estar
dependente do equilibrio de ionizagdo, pois essa actividade esta usualmente
relacionada com reacgdes bioldgicas, como ligagdo ao local activo de enzimas (por
exemplo, COX), que geralmente requerem apenas o farmaco na sua forma protonada
ou desprotonada. Além disso, o conhecimento das propriedades acido-base e da
lipofilia dos farmacos permite ainda descrever o efeito da interacgdo destes com as
membranas nas propriedades eléctricas da bicamada fosfolipidica e, assim,
contribuem para uma melhor compreensdo do seu mecanismo de acgéo e efeitos
adversos.

A utilizagéo de diversos métodos para a determinacéo do valor de K, mostrou
que os modelos matematicos que apenas consideram a existéncia de duas fases
distintas podem ser aplicados somente quando nao sdo contabilizaveis fenébmenos de
cariz electrostatico ou de saturacdo membranar. Assim, quando as vesiculas ou os
farmacos estudados n&o apresentam carga (interacgdes maioritariamente
hidrofébicas) ou quando a concentragio do farmaco é suficientemente baixa para que
n3o se observe saturacido da membrana e/ou a carga conferida a esta, pela particao
de um farmaco carregado (interacgbes com uma significativa contribuigio
electrostatica), possa ser negligenciada, é indiferente a utilizagdo da concentragéo na
interface ou no seio da solugio aquosa para o calculo do coeficiente de partigao. No
entanto, para elevadas concentragdes de farmaco carregado, a particdo deste nos
lipossomas cria um aumento na densidade de carga, e as repulsdes electrostaticas
ndo podem mais ser negligenciadas e apresentam um importante papel na particao de
farmacos carregados. Neste caso, os coeficientes de particdo devem ser calculados
usando concentragbes de farmaco na interface. Contudo, os valores de K, obtidos por
espectrofotometria UV/Vis, determinagcdo do potencial-zeta ou desactivagdo de
fluorescéncia para os AINEs clonixina e diclofenac foram concordantes para
concentragdes do farmaco na mesma ordem de grandeza.

Os valores de K, obtidos, por espectrofotometria derivativa UV/Vis e
desactivacido de fluorescéncia, para os AINEs clonixina e diclofenac, presentes
predominantemente na forma negativa a um valor de pH igual a 7,4, foram
consideravelmente menores que os observados para os AINEs piroxicam e tenoxicam,
os quais sdo ibes dipolares estaveis ao valor de pH referido. Estes resultados s&o

concordantes com outros estudos presentes na literatura [16, 55], onde é possivel
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verificar que uma maior particdo ocorre quando as moléculas se encontram na sua
forma mais hidrofobica. Adicionalmente, esta observagdo também corrobora os
| resultados obtidos para os AINEs clonixina e diclofenac nos estudos de determinagao
do valor de K, por espectrofotometria derivativa de UV/Vis, a diferentes valores de pH
(3,0, 7.4 e 10,3). Assim, a maior particdo observada para o diclofenac, a um valor de
pH igual a 3,0, esta justamente relacionada com a presenga maioritaria da sua forma
neutra (90,7%), enquanto que a menor particio obtida para a clonixina deve ser

devida & repulsdo electrostatica entre as suas moléculas na forma positiva e os

lipossomas de EPC também carregados positivamente, sendo, deste modo, a particao
governada essencialmente pela sua forma dipolar presente em menor extensao
(13,7%).

Por outro lado, estudou-se como a presenga de colesterol (numa percentagem
aproximadamente igual a 10 ou 40%), nos LUVs de EPC, poderia influenciar a partitha
dos farmacos. Deste modo, observou-se que esse constituinte adicional diminui, de
| uma forma dependente da concentragio, o coeficiente de particdo dos AINEs clonixina
e diclofenac. Estes resultados sdo concordantes com as fungdes desempenhadas pelo
| colesterol presente numa membrana fluida, como é o caso dos LUVs de EPC, a 25°C
[18].

A determinacgéo do valor de K,, a um valor de pH igual a 7,4, no entanto, néo foi
possivel para os AINEs indoprofeno e etodolac, uma vez que a interac¢éo destes
AINEs com a membrana ndo deve ser significativa. De facto, todos os estudos
realizados apontam para que n3o haja uma interacgdo mensuravel entre o indoprofeno
e os LUVs de EPC, nas condigbes experimentais utilizadas, pois nunca se verificou
uma alteracdo das caracteristicas das sondas de fluorescéncia e das propriedades
membranares estudadas. Quanto ao etodolac, a impossibilidade referida deve estar
relacionada com a concentragcdo usada deste AINE nestes ensaios, uma vez que
apenas se obtem desactivacao de fluorescéncia das sondas n-AS, em concentrages
bastante superiores (aproximadamente o dobro) as usadas em espectrofotometria.

Os estudos efectuados para determinar a localizacdo dos AINEs na membrana
mostraram que os grupos carregados destes farmacos devem estar localizados na
proximidade da parte polar da membrana, enquanto que o resto da molécula se deve
interdigitar por entre as caudas dos fosfolipidos, penetrando profundamente na
membrana fosfolipidica, o que segundo trabalhos de Fan et al [102] e Hwang et al

[103] parece ser um requisito importante para a actividade anti-inflamatoria.
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Os resultados obtidos nos estudos de localizagdo e particdo sdo concordantes
com os obtidos no estudo do potencial-zeta. Com efeito, o apreciavel decréscimo dos
valores de potencial-zeta provocado pelo diclofenac, clonixina e etodolac sugere que
estes AINEs devam estar preferencialmente localizados com os seus grupos
carregados na proximidade da superficie polar da bicamada lipidica. E, por outro lado,
confirma que os AINEs referidos estdo predominantemente carregados negativamente
a um valor de pH igual a 7,4. Contudo, apesar desses farmacos se encontrarem em
percentagens aproximadamente iguais na forma negativa, nomeadamente 99,9% para
o diclofenac, 98,7% para a clonixina e 99,8% para o etodolac, foi possivel verificar que
a descida dos valores de potencial-zeta foi maior na presenca do diclofenac, seguida
da clonixina e consideravelmente menor para o etodolac, o que esta de acordo com a
extensdo de particao observada para estes farmacos, que seguiu a mesma ordem
(Kop diciofenac > Kp dionixina > Kp etodotac)- A Observagéo de uma ligeira descida do potencial de
membrana para concentracdes de etodolac inferiores as necessarias para se poder
observar partilha, pode ser justificada pela existéncia de fenémenos electrostaticos, os
quais complementam frequentemente os fendmenos de partigao simples.

Para além destes dados experimentais permitirem descrever o efeito da
interaccdo dos farmacos nas propriedades electrostaticas da bicamada lipidica,
possibilitaram também a determinagdo da quantidade de farmaco na membrana e,
consequentemente, a caracterizagdo da extensao do equilibrio de particdo dos AINEs
diclofenac e clonixina, como referido anteriormente. A menor influéncia sobre o
potencial de membrana observada para os oxicamos piroxicam e tenoxicam e também
coerente com a presenga predominante das formas dipolares em solugdo aquosa, a
um valor de pH igual a 7,4. Deste modo, & possivel concluir que os resultados
apresentados sdo também concordantes com a percentagem das formas dos
farmacos existentes em equilibrio, ao valor de pH em consideragdo. Esta relagao foi
também verificada para os AINEs diclofenac e clonixina na medigado do potencial-zeta
dos LUVs de EPC, a um valor de pH igual a 3,0. De facto, a este valor de pH nao
houve alteragéo dos valores de potencial-zeta positivos da membrana, o que esta em
concordancia com a presenga predominante das formas neutras de diclofenac (90,7%)
e das formas positivas (86,7%) e dipolares (13,7%) da clonixina.

Finalmente, as alteracbes na fluidez membranar pelos AINEs reflectem as suas
eficiéncias de desactivagcido de fluorescéncia (0 que estd relacionado com a sua
localizagéo no interior da membrana), uma vez que um farmaco, preferencialmente

localizado no interior das bicamadas lipidicas, podera apresentar, provavelmente, uma
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maior capacidade de perturbacio na ordem dos lipidos circundantes, do que um
farmaco mais hidrofilico. Deste modo, os resultados obtidos também estdo de acordo
com a extensdo de particdo observada para cada AINE. Contudo, enquanto que os
AINEs tenoxicam, piroxicam, clonixina e etodolac demonstraram capacidade para
aumentar a fluidez membranar, o diclofenac, pelo contrario, foi capaz de provocar uma
diminuigao da fluidez da membrana. Quanto ao indoprofeno, nao foi possivel observar
nenhum efeito a nivel desta propriedade fisica membranar. De facto, em todos os
estudos realizados nao se obteve nenhum resultado que sugerisse a ocorréncia de
interacgdo entre este AINE e os lipossomas de EPC, a um valor de pH igual a 7,4,
como referido anteriormente.

Além de analizar as diferengas entre os AINEs no que respeita a sua
capacidade para perturbar a membrana lipidica, foi também possivel comparar os
resultados obtidos para cada sonda, ja que como estas estdo localizados em
diferentes locais da membrana, podem fornecer indica¢des sobre a microviscosidade
dessas regides. Os resultados obtidos sdo concordantes com a localizagao
preferencial dos AINEs na bicamada e, adicionaimente, com a regido da membrana
que esta a ser considerada, uma vez que estas tém diferentes susceptibilidades a
perturbacgao.

Do exposto se depreende a importancia do estudo da interaccdo ao nivel
molecular dos farmacos com os lipossomas, que é determinante para a compreensao
dos pardmetros de distribuicdo dessas moléculas no organismo, bem como para o
estabelecimento de relagbes estrutura-actividade, os quais constituem parametros
fundamentais para o desenvolvimento de farmacos cada vez mais eficazes.

Neste contexto, este trabalho contribuiu para o conhecimento exaustivo da
interaccdo entre os farmacos e as membranas lipidicas, caracterizada
quantitativamente pela determinagado de coeficientes de particio e qualitativamente
pela elucidagdo da natureza da referida interac¢édo e da localizagdo dos farmacos nas
membranas lipidicas. Adicionalmente, a avaliagdo das alteragcbes em diferentes
caracteristicas fisico-quimicas das membranas, resultantes dessa interacgao,
constituiu também um aspecto fundamental, uma vez que quer as propriedades
electrostaticas, quer a fluidez membranar podem afectar as propriedades biofisicas e
actividade da membrana e, consequentemente, a actividade de enzimas membranares
e de uma série de processos celulares, o que, por sua vez, pode estar directamente

relacionado com as acgdes terapéuticas dos AINEs.
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CAPITULO 4. AVALIAGAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES

4.1 INTRODUGAO

A inflamagdo, fenémeno basicamente defensivo, conduz a produgdo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS), cuja libertagédo incontrolada
provoca danos nas células [1-3]. As ROS sdo produzidas durante a resposta
inflamatdria, como consequéncia da actividade das enzimas ciclooxigenase (COX) [4]
e lipoxigenase [5]. Outra importante fonte destas espécies reactivas e de RNS, na
inflamacao, sdo as células endoteliais, células de Kupffer, neutréfilos e macréfagos,
que as produzem como um mecanismo de defesa face a agentes patogénicos
estranhos ou infecciosos [6]. Contudo, a continua sobreproducdo de ROS e RNS, e/ou
a diminuicdo das defesas antioxidantes, pode contribuir para o desenvolvimento de
varias doengas, como cancro, artrite reumatéide, aterosclerose e envelhecimento [7].
Assim, muita atengcdo tem sido direccionada para a avaliagdo da actividade
antioxidante dos anti-inflamatérios nao esterdides (AINEs). De facto, a capacidade
antioxidante dos AINEs podera actuar em sinergia com os seus reconhecidos efeitos
na inibicdo da actividade das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase [8, 9], no
tratamento da inflamagao. Adicionalmente, a actividade antioxidante, demonstrada por
este grupo de farmacos, pode ser importante no tratamento de outras enfermidades,
onde as espécies reactivas de oxigénio desempenham um importante papel. Com
efeito, tem sido sugerido por varios autores o uso de AINEs em outras doengas, como
por exemplo, cancro, Alzheimer e aterosclerose [7, 10].

Neste trabalho, realizaram-se varios estudos para a avaliagdo da actividade
antioxidante dos AINEs face a diferentes radicais livres e também relativamente a um
mesmo radical gerado em diferentes locais, nomeadamente na fase aquosa e no

interior da membrana. Estes estudos foram realizados in vitro, uma vez que as
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reacgOes, destinos e consequéncias dos radicais livres, em sistemas biolégicos séo,
em geral, tdo complexos que os estudos em modelos simplificados s&o, usualmente,
requeridos. Assim, e tendo em conta que as membranas sao, frequentemente, o
primeiro alvo dos danos oxidativos nos sistemas bioldgicos, devido, especialmente, a
presenca de fosfolipidos polinsaturados, foram realizados estudos para a avaliagéo da
peroxidacdo lipidica em modelos membranares. Para a realizagdo dos diferentes
estudos, utilizaram-se lipossomas unilamelares (LUVs) de fosfatidilcolina da gema de
ovo (EPC), os quais constituem excelentes modelos das membranas bioloégicas, uma
vez que mimetizam a sua estrutura quimica e anisotropica.

Muitos trabalhos, existentes na literatura, sobre a peroxidacao lipidica usaram
lipossomas multilamelares (MLVs) como modelos membranares. Entre eles, Barclay e
Ingold [11] sugeriram que a velocidade da reacgao de propagacao da peroxidagdo nas
bicamadas era lenta, quando comparada com a obtida com os lipidos dispersos em
solucdo. Contudo, Barclay et al. [12] e Yamamoto et al. [13] descreveram que a
oxidabilidade dos acidos gordos insaturados nas membranas era similar & que ocorria
em solugdo homogénea. Finalmente, Barclay et al. [14] sugeriram que a oxidabilidade
dos LUVs era maior do que a dos MLVs. Apesar da discrepancia observada na
literatura, & possivel afirmar que os LUVs sdo mais facilmente oxidaveis do que as
vesiculas multilamelares ou os lipidos dispersos em solugdo. A maior magnitude de
peroxidagao lipidica, apés iniciacdo por um oxidante, observada em LUVs versus
lipidos dispersos em solugédo néo € surpreendente, uma vez que os lipidos fortemente
empacotados na bicamada devem promover reac¢des de propagag¢do em maior
nimero que os lipidos dispersos em solugdo [15]. Esta observacio esta de acordo
com outros resultados publicados, que referem que o linoleato de metilo, quando
incorporado num sistema micelar, € menos oxidavel do que em lipossomas de
fosfatidilcolina [15]. O maior factor envolvido na diferenga observada nos estudos que
forneceram evidéncias de que os lipossomas eram, em geral, menos oxidaveis do que
os lipidos em solugao [11], deve estar relacionado com a configuragdo do lipossoma
usado para a obtencéo desses resultados. De facto, as vesiculas multilamelares sdo
multi-compartimentalizadas, e os radicais peroxilo lipidicos presentes numa bicamada
ndo serdo capazes de trocar eficazmente com as outras bicamadas, para a
propagacao da peroxidagdo lipidica, uma vez que a velocidade relativa de troca é
muito lenta [16]. Deste modo, a peroxidacao lipidica iniciada a partir de um oxidante

gerado no meio envolvente das membranas, ira apenas peroxidar a bicamada externa

dos MLVs, a menos que a sua estrutura seja completamente destruida. Em contraste,
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os LUVs proporcionam um sistema mais simples para as reacgdes de propagacéo da
peroxidacgéo lipidica, pois, apds a sua iniciagdo, todos os lipidos se encontram na
mesma bicamada e, assim, igualmente susceptiveis de serem oxidados. Com efeito, &
possivel encontrar na literatura numerosos resultados experimentais que demonstram
que os LUVs sdo excelentes modelos das membranas biolégicas para o estudo da
peroxidacéo lipidica [5, 15, 17-24]. Por outro lado, as biomembranas consistem
apenas em uma estrutura unilamelar e sdo continuamente atacadas por radicais livres
gerados na fase aquosa das fracgdes celular e subcelulares, o que faz com que os
LUVs, ao contrario dos MLVs, consigam mimetizar, de uma forma mais eficiente, a
peroxidacao lipidica que ocorre ao nivel das biomembranas.

Os LUVs de composicio e tamanho uniformizado, e na auséncia de niveis
detectaveis de oxidantes existentes no ar, podem ser rapidamente e eficientemente
preparados por extrusdo. Adicionalmente, moléculas organicas podem ser
incorporadas na bicamada dos LUVs, em concentragfes razoaveis, sem provocar
significantes disturbios na estabilidade dos lipossomas [16]. Deve-se, no entanto,
referir que a sonicac¢éo néo constitui um processo adequado para a obtengdo de LUVs
para os ensaios de oxidagdo, uma vez que este procedimento leva a producdo de uma
consideravel quantidade de hidroperoxidos lipidicos na bicamada [25, 26].

Este estudo utilizou, assim, LUVs como alvos da oxidagdo para a avaliagio da
actividade antioxidante e para a compreensdo dos mecanismos de acg¢ao dos AINEs
etodolac, piroxicam, tenoxicam, clonixina, diclofenac e indoprofeno em relagdo a
peroxidagéo lipidica. De facto, a similaridade entre os lipossomas e as membranas
bioldgicas faz dos lipossomas uma ferramenta util, para investigar quéo significantes
sdo0 as interacgdes antioxidante-lipido para a actividade antioxidante.

A actividade antioxidante dos AINEs, podera estar relacionada ndo apenas com
as suas caracteristicas estruturais, mas também com a sua capacidade para
interactuar e penetrar na membrana. Assim, poderdo existir mecanismos alternativos
de accéo dos AINEs relativamente a peroxidacéo lipidica, que ndo envolvem a captura
dos radicais oxidantes, mas nos quais ha uma modificacdo das propriedades
membranares, pelos compostos em estudo, que impede a propagacado da oxidagao.
Com efeito, existe na literatura referéncia a compostos que apresentam actividade
antioxidante sem serem consumidos durante o processo de peroxidagao lipidica [27].
De facto, € bem conhecida a existéncia de uma relacdo entre a capacidade dos
compostos em modificar a fluidez da membrana, com a sua actividade antioxidante na

peroxidacao lipidica [19, 20]. A mera presenca dos compostos na bicamada lipidica,
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pode modificar, numa extensdo significativa, as propriedades fisico-quimicas da
membrana. Estas modificagbes podem produzir efeitos secundarios que
complementam favoravelmente ou até mesmo promovem as desejadas caracteristicas
de captura dos radicais livres. Assim, um agente eficaz contra os radicais livres pode
actuar tanto pela captura desses radicais, como também pela alteracdo das
propriedades da membrana celular, de um tal modo, que a reacgcdo em cadeia da
peroxidagdo lipidica seja incapaz de se propagar eficientemente. Este ultimo
mecanismo, puramente fisico-quimico, tem sido postulado como o responsavel pelo
efeito antioxidante observado para o colesterol e seus derivados [28, 29]. Contudo,
esta capacidade nao se verifica apenas para compostos capazes de diminuir a fluidez
membranar, como o colesterol, mas também para farmacos capazes de a aumentar.
De facto, o efeito de fluidificagdo ou desordenagdo provocado por um farmaco na
bicamada, resultante da sua interacgdo com os lipidos, pode favorecer a captura de
radicais livres pelo farmaco em questéo, por tornar a interacgao das suas moléculas
com os radicais lipidicos mais eficiente [30].

A actividade antioxidante pode desempenhar-se, essencialmente, por dois
mecanismos, nomeadamente pela inibicdo da iniciagdo da peroxidagdo lipidica ou
através da interrupcdo dessa reacgdo em cadeia. Deste modo, os antioxidantes
dividem-se em dois grandes grupos de acordo com o seu mecanismo de acgio: os
antioxidantes “preventivos”, que correspondem aqueles que inibem ou retardam a
formacgao dos radicais livres a partir dos seus precursores instaveis ou impedem o seu
ataque a membrana (iniciagdo), e os antioxidantes de “quebra-cadeia’, os quais
interrompem a reacgdo em cadeia iniciada pelo radical (propagagéo). Nestes
mecanismos, a reacg¢do entre o radical livre e o antioxidante devera ocorrer mais
rapidamente do que com o substrato oxidavel (como, por exemplo, os fosfolipidos
polinsatiurados) e levar a formagdo de um radical mais estavel, que néo deve ter
capacidade para continuar a reac¢do em cadeia [31].

Para estudar a peroxidacao lipidica e a sua inibigado quantitativa &€ necessario e
essencial gerar radicais livres numa propor¢do conhecida e constante, e,
preferencialmente, num local especifico. Os radicais livres podem ser gerados por
varios métodos, tais como irradiagdo, decomposi¢ao de hidroperéxidos ou perdxido de
hidrogénio (H,O,) por adicdo de ides metalicos, ou decomposicdo térmica ou
fotoquimica de compostos iniciadores. Os radicais iniciadores incluem perdxidos,
hiponitritos e compostos azo. Assim, e tendo em conta que os mais frequentemente

utilizados para iniciar as reacgdes radicalares em cadeia nas bicamadas de modelos
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membranares sdo os iniciadores azo, utilizaram-se, neste estudo, o dicloridrato de
2,2’-azobis-2-amidinopropano (AAPH) e o 2,2-azobis (2,4-dimetilvaleronitrilo) (AMVN)
como geradores de radicais peroxilo (ROO"). Os dois iniciadores referidos apresentam
lipossolubilidades distintas e, consequentemente, torna-se possivel avaliar a eficacia
antioxidante dos AINEs quando os mesmos radicais sdo gerados na fase aquosa e no
interior da bicamada lipidica, respectivamente, pelo AAPH e AMVN.
Reconhecidamente, tais compostos nédo estdo presentes nos sistemas biologicos,
mas, contudo, constituem ferramentas Uteis para estudar quantitativamente quer os
danos induzidos pelos radicais livres nas membranas (peroxidagéo lipidica), quer a
inibicdo da peroxidagao lipidica por ac¢do de antioxidantes. Os compostos azo tém,
ainda, a vantagem, ao contrario dos peroxidos, de nao serem explosivos e poderem
ser manuseados facilmente e em seguranca. Adicionalmente, também se utilizou o
sistema oxidativo Fe®*/H,O, (ido ferro (ll)/peroxido de hidrogénio) para avaliar a
actividade antioxidante dos varios AINEs estudados face a peroxidagdo lipidica
iniciada pelos radicais hidroxilo (HO").

As espécies reactivas de oxigénio, como os radicais peroxilo e hidroxilo, s8o
fortes agentes oxidantes e tém a capacidade de remover um atomo de hidrogénio a
outras moléculas. Esta reacgdo constitui uma reacgdo muito importante na
peroxidagéo lipidica, a qual corresponde, como referido anteriormente, a uma reacgéo
em cadeia constituida por trés etapas: iniciagcdo, propagagdo e terminagdo. Assim, o
ataque dessas espécies reactivas (X°) a acidos gordos polinsaturados (LH), presentes
nas bicamadas fosfolipidicas, inicia a peroxidagao lipidica, pela formagéo do radical

alquilo (L*), a partir da perda de um hidrogénio alilico pelos LH (equagéo 4.1).

LH+ X" — L'+ XH (4.1)

Os radicais alquilo, em condi¢des aerdbias, reagem rapidamente com o

oxigénio (O,) para originar os radicais peroxilo lipidicos (LOO®; equagéo 4.2).

L*+0, —> LOO* (4.2)

Os radicais peroxilo lipidicos propagam o processo de oxidagao, pela remogao
de um atomo de hidrogénio a um outro acido gordo polinsaturado vizinho [27],

gerando-se um hidroperoxido e outro radical de carbono (equagéo 4.3).
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LOO® +LH — LOOH +L° (4.3)

A decomposicdo dos perdxidos organicos pode originar novas espécies
radicalares (LOO®, LO® (radical alcoxilo) e HO®), que irdo contribuir para a iniciacéo de

novos processos de peroxidagdo. Em sistemas biolégicos, esta decomposi¢cao ocorre
sobretudo pela acgcdo de metais de transicdo (M) segundo reacgdes do tipo Fenton
(equacgdes 4.4, 4.5 e 4.6) [5, 32].

LOOH + M™ — LO® + HO™ + M™"* (4.4)
LOOH + M™ — LO™ + HO® + M™"* (4.5)
LOOH + M™"* —— | 00 + H* + M™ (4.6)

A reaccdo em cadeia prossegue através dos radicais peroxilo lipidicos, que séo
os responsaveis pela fase de propagacdo da peroxidagéo lipidica, atée a sua
terminagdo. A peroxidagdo lipidica termina pela reac¢do bimolecular dos radicais
peroxilo lipidicos ou alquilo, ou ainda entre estas duas espécies reactivas, com
formacgéao de produtos estaveis.

Neste contexto, uma molécula reactiva de oxigénio pode provocar a conversiao
de centenas de acidos gordos em hidroperdxidos lipidicos. A acumulagdo destes, na
membrana celular, altera a sua fungdo podendo mesmo fazer com que esta colapse,
originando morte celular. Os hidroperoxidos lipidicos podem ainda decompor-se,
originando uma variedade de compostos citotéxicos entre os quais se destacam os
aldeidos, como o malonildialdeido e o 4-hidroxinonenal [33, 34], que podem, entao,
comportar-se como segundos mensageiros dos danos oxidativos. Assim, por exemplo,
os LOO® e os aldeidos citotoxicos podem provocar danos nas proteinas membranares,
inactivando receptores, transportadores e enzimas ligadas @ membrana [35]. Por estes
motivos, a peroxidagao lipidica tem sido referida como a causa e efeito dos processos
patoldgicos dependentes dos radicais de oxigénio [36-38].

Das trés fases da peroxidacdo lipidica indicadas - iniciagdo, propagagao, e
terminacdo - a menos compreendida € a iniciacdo, especialmente no contexto celular.
Em particular, a identidade dos oxidantes que iniciam a peroxidacao lipidica e os locais

e mecanismos de iniciagdo sdo controversos. O iniciador mais citado € o radical
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hidroxilo, um oxidante extremamente reactivo com praticamente todas as moléculas
organicas. Tem um tempo de vida muito curto, mas é capaz de provocar grandes
danos nas moléculas vizinhas, como por exemplo, acidos nucleicos, proteinas e
fosfolipidos, localizadas a poucos nanémetros do seu local de produgéo [3, 39].

O radical hidroxilo pode ser gerado, em sistemas biol6gicos, a partir do aniao

superoxido (O,) e/ou ser um produto de dismutagdo do H,O, pela reacgéo de Fenton

ou Haber-Weiss [3, 15]. Contudo, a actividade do radical HO®, in vivo, como um
iniciador da peroxidagdo lipidica € um tanto controversa. Realmente, a extrema
reactividade do radical HO®, pode advogar contra o facto desta espécie actuar como
um iniciador directo da peroxidagio lipidica, visto que este poderoso oxidante reagira,
naturalmente, com a primeira molécula que esteja em contacto. Assim, parece ser
necessario a geracdo desses radicais no interior da bicamada para ocorrer a
peroxidagdo dos lipidos membranares [15]. Um mecanismo alternativo, que tem sido
sugerido para a iniciagdo da peroxidagdo pelo radical HO®, é através de um
mecanismo indirecto, no qual a extracgdo de um hidrogénio a partir de uma origem
carbonada (R-H), pelo radical hidroxilo, geraria um radical de carbono, que
rapidamente reagiria com uma molécula de oxigénio, originando um radical peroxilo
difusivel. Estes, sim, parecem ser importantes iniciadores da peroxidagao lipidica in
vivo [15, 40]. Assim, tém sido realizados estudos para avaliar a capacidade dos
oxidantes derivados do oxigénio em iniciar a peroxidagao lipidica, através de sistemas
experimentais nos quais a identidade dos oxidantes & conhecida [15]. Os resultados
obtidos mostraram que os oxidantes com capacidade de iniciar a peroxidagéo lipidica,
nomeadamente os radicais ROO®, HOO® (radical perhidroxilo) e HO®, foram capazes
de ter acesso a funcionalidade reactiva do lipido para iniciar a peroxidagdo lipidica,
qguando gerados no meio envolvente dos lipossomas. Outros oxidantes, como por
exemplo, H,0,, ROOH (hidroperoxido organico), HOCI (acido hipocloroso) e O, ndo
eram capazes de iniciar a peroxidagao lipidica ou possuiam apenas uma reactividade
fraca. Adicionalmente, também se verificou que os radicais hidroxilo, ndo obstante a
sua capacidade de iniciagdo da peroxidagao lipidica, apresentavam uma menor
eficacia de iniciagdo quando comparados com os radicais peroxilo, apesar destes
ultimos serem quimicamente oxidantes mais fracos. Este resultado levou alguns
autores a presumirem que havia necessidade de gerar o radical HO®, pela reacgéo de
Fenton, na superficie dos lipossomas, para ocorrer a iniciagao [15]. Esta observagdo

determinava que o acesso ao meio lipidico pelo radical HO® era um factor
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determinante para a sua reactividade. Contudo, outros trabalhos demonstraram que a
menor eficiéncia do radical HO® em iniciar a peroxidagdo ndo era devida a
necessidade da sua producgdo na superficie membranar, uma vez que a eficiéncia de
iniciag3o foi igualmente menor comparativamente aos radicais ROO® e HOO®, quando
os LUVs eram dispersos pela acgédo de detergentes [15]. Preferivelmente, essa menor
eficacia deve estar relacionada com o facto desse oxidante reagir e gerar espécies
menos viaveis de propagacdo da peroxidagdo lipidica [15]. Assim, e enquanto os
radicais ROO® e HOO® reagem com os lipidos para gerar os “classicos” propagadores
LOO® (embora o mecanismo seja diferente, enquanto que o radical ROO® remove um
atomo de hidrogénio alilico, seguido da adicdo de O, o radical HOQO® reage mais

eficientemente com os LOOHs preexistentes), o radical HO® produz menos de 10%
dessas espécies de propagacdo. De facto, o radical hidroxilo parece ter capacidade
para reagir com os acidos gordos polinsaturados em varios locais, ao longo das suas
cadeias hibrocarbonadas [15]. De acordo com alguns estudos, o principal modo de
ataque do radical HO® ao acido linoleico era por adicdo as duplas ligagdes e apenas
menos do que 5% dos produtos de reacgao correspondiam a derivados formados pela
remogdo de atomos de hidrogénio alilicos [15]. Aparentemente, as espécies
radicalares “ndo classicas’, formadas pela reac¢do do radical HO® com os lipidos,
apresentam menor capacidade de conduzir as reacgdes de propagacdo da
peroxidacdo lipidica e/ou terminam mais rapidamente. Deste modo, de acordo com o
referido até ao momento, para o radical hidroxilo iniciar a peroxidagéo lipidica com
toda a eficiéncia, deveria ser formado ndo apenas no interior da bicamada lipidica (a
partir de H,O, ou ROOH, os quais podem difundir para dentro das membranas), mas
adjacente a atomos de hidrogénio alilicos. No entanto, para o radical HO® ser
produzido a partir de H(R)OOH, era necessario que os metais de transicdo também
estivessem presentes na fase lipidica. Schaich e Borg [41] demonstraram que quelatos
de EDTA com o ido ferro (II) (Fe?") ou ido ferro (Ill) (Fe*), representativos dos
complexos de ferro catalisadores da reacgdo de Fenton, eram pouco soluveis no
interior da fase lipidica das micelas formadas pelo acido linoleico, € com complexos
mais sollveis, a formagéo de HO® dentro da fase lipidica era duvidosa. Além disso, 0
potencial redox, e, por conseguinte, a capacidade catalitica inerente aos complexos de
metal iria diferir significativamente entre a solugdo aquosa e o meio lipidico.

Adicionalmente, apesar dos complexos metdlicos poderem catalizar a reacgéo de
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Fenton na superficie da membrana, ainda ndo foi demonstrada a presenga de metais
nesta localizagdo em células e tecidos [15].

Neste trabalho, como ja referido, estudou-se a peroxidagéo lipidica induzida
pelos radicais peroxilo gerados por decomposicéo térmica do AAPH e do AMVN e
pelos radicais hidroxilo gerados pelo sistema Fe?*/H,0,, em lipossomas unilamelares.
Este estudo foi possivel através da monitorizagdo da oxidagdo de sondas
fluorescentes, nomeadamente a fluoresceina, a 5-hexadecanoilaminofluoresceina
(HDAF) e o acido 3-(p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil)fenilpropionico (DPH-PA), por
fluorescéncia e/ou anisotropia de fluorescéncia. Como as sondas referidas
apresentavam localizagdes distintas relativamente @ membrana lipidica, foi ainda
possivel investigar a actividade antioxidante dos varios AINEs a esses diferentes
niveis.

Na Figura 4.1 é possivel observar, esquematicamente, a localizagdo das
sondas fluoresceina, HDAF e DPH-PA relativamente a membrana lipidica, assim como
os seus estados de ionizagao predominantes a pH fisiologico (valor de pH igual a 7,4).
Assim, e enquanto a fluoresceina se encontra dissolvida na solugéo aquosa [42, 43], a
HDAF, que & um derivado dessa, possui a parte susceptivel de oxidag&o na superficie
polar da membrana. De facto, a presenca de uma cadeia hidrocarbonada ligada a
molécula de fluoresceina, permite ancorar a sonda assim constituida (HDAF) a
membrana. Deste modo, as moléculas aromaticas possuidoras de carga e grupos
polares estdo localizadas na superficie polar da bicamada lipidica, enquanto que a
cadeia hidrocarbonada se encontra alinhada com as cadeias hidrofobicas dos
fosfolipidos [44]. Finalmente, a sonda DPH-PA, sendo um derivado anionico da sonda
DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno), apresenta as suas duplas ligagdes conjugadas
localizadas no interior da bicamada [45]. De facto, o efeito da derivatizagdo da sonda
DPH, pela ligagdo de um grupo com carga, ndo tem como resultado uma grande
alteragéo na profundidade do grupo DPH [45]. Assim, a localizag&o da sonda DPH-PA
(com um grupo carboxilico ionizavel) pode ser explicada pelo comprimento do grupo
DPH e a tendéncia deste para se orientar paralelamente as cadeias hidrofobicas

presentes na bicamada [45].
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Solugdo aquosa

Membrana lipidica

O

Figura 4.1: Estrutura quimica, localizagdo e estados de ionizagéo das sondas fluoresceina (A),
HDAF (B) e DPH-PA (C) relativamente a membrana lipidica, a pH igual a 7,4.

O estudo para avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs também se
efectuou na presencga de outras espécies radicalares. Assim, a capacidade de captura
destes farmacos foi determinada face aos radicais estaveis do acido 2,2’-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e do 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), em
solugao etandlica. Estes ensaios de descoloragdo permitem, de um modo rapido e
facil, avaliar a actividade antioxidante de compostos lipofilicos e hidrofilicos [46].

Além do estudo da actividade antioxidante dos AINEs na inibicdo da
peroxidacao lipidica ou no impedimento da ocorréncia de danos causados por radicais
livres, foi ainda avaliado se este grupo de farmacos era capaz de proteger as
biomoléculas de ADN dos danos oxidativos. A acumulagdo progressiva de danos
oxidativos no ADN parece ser responsavel pelo desenvolvimento de varias doengas
(por exemplo, cancro e neurodegeneragao) e pode ainda ser critica para o processo
de envelhecimento. Um dos indicadores mais usados para a avaliagdo do dano
oxidativo do ADN ¢ a 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-2'-dG), a qual pode ser

produzida, por exemplo, pela acgao de radicais hidroxilo ou singuleto de oxigénio [38].

Assim, neste estudo, foi usada a base 2'-desoxiguanosina (2'-dG), para avaliar a
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capacidade dos AINEs na inibigdo da oxidacdo desta base do ADN a 8-OH-2'-dG, pelo
radical hidroxilo gerado pelo sistema Fe®-EDTA/H,O,/acido  ascdrbico.
Adicionalmente, a realizacdo deste mesmo ensaio na auséncia de acido ascorbico
permitiu avaliar a capacidade pré-oxidante dos AINEs em estudo, ou seja, se estes
farmacos eram capazes de induzir a oxidagéo do ADN. A reacgéo do radical HO® com
a 2-dG ocorre por adicdo do radical hidroxilo a sua molécula, produzindo uma
modificacdo quimica que pode originar mutagées, uma vez que possibilita a indugéo
do desprendimento da base ou a quebra da cadeia do ADN [7].

Do exposto se depreende que para estabelecer o modo de acgao de um
antioxidante ndo é apenas importante o estudo da actividade antioxidante face a varios
radicais livres, mas também a avaliagdo dessa actividade quando um determinado
radical (ROQ") & gerado em diferentes locais, nomeadamente no interior da membrana
ou na fase aquosa, e na presenga de sondas fluorescentes com diferentes
lipossolubilidades. E possivel visualizar, de uma forma esquematizada, todos os

estudos realizados neste trabalho no seguinte esquema:
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4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.2.1. Avaliagdo da capacidade de captacio dos radicais ABTS"" e DPPH’

por espectrofotometria UV/Vis

Os ensaios de descoloragdo baseados na redugdo dos radicais ABTS™ e
DPPH® a ABTSH e (DPPH)H (Figuras 4.2 e 4.3) permitem uma analise facil e rapida

da actividade antiradicalar dos AINEs.
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Figura 4.2: Estrutura quimica do radical ABTS®* e da respectiva espécie ndo radicalar, apés
reaccdo com compostos antioxidantes (adaptado de [47]).
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Figura 4.3: Estrutura quimica do radical DPPH® e da respectiva espécie ndo radicalar, apos
reac¢do com compostos antioxidantes (adaptado de [48]).

Nestes estudos, os compostos a testar sdo adicionados aos radicais pré-
formados e ndo a um sistema onde ocorre a formagédo dos mesmos. Desta forma, os
resultados obtidos estao directamente relacionados com a actividade antioxidante dos
farmacos face aos radicais DPPH® e ABTS™, e ndo com uma possivel inibicdo da
formacdo dos mesmos, o que constituia uma desvantagem, por exemplo, no ensaio
mioglobina/ABTS inicialmente muito usado [46, 49]. Com efeito, o método de
descoloragdo, usado neste estudo, claramente aperfeigoou o ensaio mioglobina/ABTS,

pois a formacdo do radical ABTS™ ocorre sem o envolvimento de um radical

intermediario, além do facto do radical ABTS™ ndo ser gerado continuamente na
presenca dos antioxidantes, mas antes ser adicionado ao sistema ap6s a sua
producao, como ja referido.

A actividade antioxidante de um composto face aos radicais DPPH’ e ABTS™,
depende da sua capacidade em doar um atomo de hidrogénio ou um electrdo a esses
radicais [50]. Deste modo, os radicais, designados por R®, podem reagir com os
compostos, denominados de AH, por dois mecanismos diferentes: a) por transferéncia

de um atomo de hidrogénio (H; equacéo 4.7) e b) por transferéncia de um electrdo

(equacdo 4.8).
R°+AH — RH+A’ (4.7)
R°+AH — R +AH” —> RH+A’ (4.8)
212
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A ocorréncia de um ou do outro mecanismo depende da natureza do solvente
e/ou do potencial de oxidagao-redugéo das espécies envolvidas. O processo no qual
ha transferéncia de um atomo de hidrogénio do antioxidante para o radical é,
geralmente, o predominante em solventes apolares e depende da entalpia de
dissociacdo desse atomo de H a molécula do antioxidante, enquanto que o
mecanismo que envolve a transferéncia de electroes parece predominar em solventes
polares (como o etanol) e depende do potencial de ionizagdo das espécies envolvidas
[50-52].

Tem sido proposto que um composto com caracteristicas antioxidantes deve
possuir uma baixa energia de ligagdo O-H, para facilitar a doagéo do atomo de H ao
radical, através do mecanismo presente na equagéo 4.7 {53]. Adicionalmente, tem sido
sugerido que quantos mais grupos hidroxilo uma molécula tiver, maior serd a sua
eficacia face aos radicais estudados [49, 54]. A actividade antioxidante, por sua vez,
sera maior se na molécula estiverem presentes além dos grupos -OH outros grupos
doadores de hidrogénio, como por exemplo, -NH e -SH. Pelo contrério, a presenga de
grupos captadores de electrées (como por exemplo -COOH e -Cl) e/ou a auséncia de
grupos doadores de electrdes podera explicar uma menor actividade antioxidante.

Os antioxidantes irdo reduzir os radicais pré-formados a (DPPH)H e ABTSH
numa extenséo e num intervalo de tempo que depende da capacidade antioxidante, da
concentracdo do antioxidante e da duragdo da reacgdo. Assim, um composto
antioxidante, além de dever ser o mais estavel possivel na forma radicalar, terda uma
actividade antioxidante tanto maior quanto menor for a concentragdo e o tempo de
reacgio necessarios para prevenir a oxidagdo de um determinado substracto. Neste

contexto, a extensio de descoloragao definida como a redugio dos radicais ABTS"' e

DPPH’, foi determinada como uma fungéo da concentracédo e do tempo de reacgéo, e
calculada relativamente a reactividade do trolox (antioxidante de referéncia) sob as
mesmas condigdes.

A avaliacdo da actividade antioxidante dos farmacos teve como base a
concentracio necessaria de composto para reduzir, numa determinada percentagem,
a concentracao inicial de radical (IC). Para determinar estes valores de IC, foram
tracadas regressdes polinomiais de segunda ordem dos pontos experimentais obtidos
(percentagem de radical versus concentragdo de composto), com uma intersecgéo a
100% de radical no eixo dos y (y = ax? + bx + 100), uma vez que, nem sempre se
obteve uma relagdo linear entre a concentragdo de radical e a concentragéo do

composto em estudo. A actividade antiradicalar foi, assim, definida como a
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concentragao de trolox ou dos farmacos anti-inflamatérios necessaria para reduzir em
50% (ICso) ou 25% (ICs) a quantidade inicial dos radicais ABTS™ e DPPH’,
respectivamente.

A diferenca de eficacia antioxidante observada para os farmacos em estudo foi
avaliada pelo valor de TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao trolox),
calculado pela razéo entre o ICsq5 do trolox e o |Csp25) do farmaco, para cada tempo
de reacgdo considerado, nos ensaios efectuados com os radicais ABTS"* e DPPH’,

respectivamente.

4.2.2. Avaliagdo da capacidade de captagdo dos radicais HO® na oxidagéao

da 2°-dG por HPLC

O produto de oxidacdo da  2'-desoxiguanosina (2'-dG), a
8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-2’-dG), tem sido frequentemente usado como
marcador da oxidagao do ADN por radicais livres de oxigénio [38], como os radicais
hidroxilo (Figura 4.4).

N N
HN HN
N\ S
PN L) oH —HO" PN | M om
HNT N7 N o HNT N7 N 4
H OH H OH
2'-dG 8-OH-2'-dG

Figura 4.4: Oxidac&o da 2'-dG a 8-OH-2'-dG por radicais HO".

Neste estudo utilizou-se, assim, um método que se baseia na quantificacdo da
8-OH-2'-dG formada a partir da 2'-dG, na presengca do sistema oxidante
Fe**-EDTA/H,O,/acido ascérbico, por HPLC. Quanto menor for a area da base

oxidada presente nos cromatogramas obtidos, maior sera a capacidade de protec¢éo,
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de um determinado composto, ao dano oxidativo da 2’-dG e, consequentemente, da
biomolécula de ADN. Adicionalmente, este estudo permite avaliar a capacidade
pré-oxidante dos compostos testados pela realizagdo dos mesmos ensaios, mas na
auséncia de acido ascorbico. A actividade pro-oxidante de um composto resultaria da
sua capacidade em reduzir metais, como o Fe®', a espécies (Fe?") que poderiam reagir

com o O, ou H,O, e originar iniciadores de oxidagao (equagdes 4.9 e 4.10).

Fe*-EDTA + espécie redutora — Fe”-EDTA + espécie oxidada  (4.9)
Fe*-EDTA + H,0, — OH + HO"+ Fe*-EDTA (4.10)

A avaliacdo da actividade antioxidante e/ou pro-oxidante apresentada pelos
farmacos e pelo trolox (antioxidante de referéncia) foi analizada pela razéo das areas
obtidas para a 8-OH-2-dG das amostras e do controlo (8-OH-2'-dGamostra/
8-OH-2"-dGconro0). Valores inferiores a 1 correspondem a uma actividade antioxidante,
enquanto valores superiores a unidade indicam a existéncia de um efeito pré-oxidante

para as concentra¢des usadas de composto.

4.2.3. Avaliagdo da capacidade de captacdo dos radicais ROO® por

fluorescéncia e anisotropia de fluorescéncia

Os estudos efectuados para avaliar a actividade antioxidante dos compostos
relativamente a peroxidac3o lipidica induzida pelos radicais peroxilo (ROO®), gerados
pelo AAPH ou AMVN, basearam-se na monitorizacao da intensidade de fluorescéncia
e/ou da anisotropia de fluorescéncia de sondas fluorescentes. As sondas fluorescentes
usadas foram a fluoresceina, um derivado desta, a HDAF e a DPH-PA. Estas sondas
permitiram o estudo da actividade antioxidante dos compostos na fase aquosa, ao
nivel da superficie polar da bicamada e no interior da fase lipidica, ja que apresentam
lipossolubilidades distintas. Adicionalmente, foi possivel avaliar a eficacia antioxidante,
quando os radicais peroxilo eram gerados na fase aquosa ou na fase lipidica,
respectivamente, pelo AAPH ou AMVN. Assim, o AAPH, como é hidrossoluvel, gera os
radicais peroxilo na fase aguosa, enquanto que o AMVN, lipossoluvel, origina os

radicais peroxilo no interior da bicamada lipidica. Este estudo permite, assim, verificar
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a influéncia da localizacdo dos farmacos na fase aquosa e/ou lipidica na eficacia
antioxidante por eles demonstrada.

Os radicais peroxilo foram gerados por decomposicédo térmica do dicloridrato
de 2,2'-azobis-2-amidinopropano (AAPH, Figura 4.5) ou do 22'-azobis
(2,4-dimetilvaleronitrilo) (AMVN, Figura 4.5) a 37°C e a 45°C, respectivamente.

il I
HCI.HNZClI—Cll—N:N ——(l: —(|3 =—=NH.HCI
H,N CH, H,C NH,
AAPH

CH, ?Ha C|3H3 CH,
H?—CHz—CE—N:N —CIJ——CHZ—CEH

CH, CN CN CH,

AMVN

Figura 4.5: Estrutura quimica do AAPH e do AMVN.

Usualmente, os compostos azo sado representados estruturalmente por
RN=NR, sendo a estrutura do grupo designado por R o que os diferencia, o que
determina a sua velocidade de decomposicgdo e solubilidade na fase aquosa e lipidica,
n3o influenciando, contudo, o mecanismo de geragéo dos radicais peroxilo [23]. Os
compostos azo decompdem-se de acordo com a equagdo 4.11, originando uma
molécula de azoto e dois radicais de carbono, R®. Alguns destes radicais de carbono
formados podem recombinar-se para formar produtos estaveis (R-R), devido a
proximidade existente entre eles aquando da sua formagdo. No entanto, a maior parte
deles difunde-se separadamente e reagem rapidamente com moléculas de oxigénio,

originando os radicais peroxilo (equagéo 4.12).

RN=NR ——> N,+2R’ (4.11)

R"+0, —» ROO" (4.12)
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A maior ou menor eficacia antioxidante de um composto, na inibicdo da
peroxidagao lipidica induzida pelos radicais peroxilo, vai depender da sua capacidade
em doar um atomo de hidrogénio a esses radicais, uma vez que 0 mecanismo
largamente aceite como o predominante para a oxidag&o iniciada por radicais de
oxigénio, € o mecanismo em que ocorre transferéncia de um atomo de hidrogeénio
(equagdo 4.7) [15, 23, 24, 27, 43, 55, 56]. Deste modo, um antioxidante devera doar o
seu atomo de hidrogénio labil ao radical ROO® muito mais rapidamente do que a
reacgdo do radical peroxilo com o substracto (sonda, acidos gordos polinsaturados).
No entanto, como referido anteriormente, poderdo existir mecanismos de acg¢éao dos
compostos alternativos relativamente a peroxidagéo lipidica, que nao envolvem a
captura dos radicais oxidantes, mas nos quais ha uma alteragdo das propriedades da
membrana, pelos farmacos em questdo, que impede a propagac¢do da oxidagdo. De
facto, estes mecanismos de ac¢do alternativos podem complementar ou serem
mesmo 0s responsaveis pela actividade antioxidante demonstrada por um
determinado composto.

A avaliacdo da actividade antioxidante dos AINEs, na captagdo do radical
ROO?®, foi monitorizada pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia das sondas
fluorescentes referidas, que resulta da propria oxidagdo das sondas, e pela avaliagéo
da alteracdo da fluidez membranar por estudos de anisotropia de fluorescéncia (na
presenca da sonda DPH-PA incorporada em lipossomas de EPC e do composto azo
AAPH).

Os dados da intensidade de fluorescéncia (ou de anisotropia de fluorescéncia)
obtidos foram convertidos em valores relativos pela divisédo do valor da intensidade de
fluorescéncia (ou de anisotropia de fluorescéncia) a um determinado tempo pelo valor
da intensidade de fluorescéncia (ou de anisotropia de fluorescéncia) no tempo
correspondente a 0 min. Posteriormente, foi determinada a area sob a curva (AUC) da
representacéo grafica correspondente a fluorescéncia relativa (ou da anisotropia
relativa) versus tempo.

Os resultados obtidos para a avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs,
foram analisados pela razdo da diferenca das areas sob a curva obtidas com os
compostos em estudo e com o controlo de peroxidagao (sem farmaco/antioxidante de
referéncia) pela area sob a curva obtida com o controlo de peroxidagéo:
(AUC anE/Antioxidante de referenciaAUC aapramvn)/AUC aspriamvn (para os estudos de anisotropia

de fluorescéncia o numerador da divisdo é invertido, para evitar a obtengéo de valores
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negativos). Assim, valores superiores a unidade representam um efeito antioxidante
pelo composto em estudo.

A avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs com base no calculo da area
sob a curva da representagdo grafica fluorescéncia relativa (ou anisotropia relativa)
versus tempo constitui uma técnica que permite combinar num unico valor, o tempo e
o grau de inibicdo da oxidagdo de uma sonda por um determinado radical, obtido na

presenca de um composto com propriedades antioxidantes [57, 58].

4.2.4. Avaliagio da capacidade de captagio dos radicais HO® por

fluorescéncia

O presente trabalho estudou os efeitos antioxidantes que os compostos
apresentam relativamente a peroxidacdo lipidica induzida pelos radicais hidroxilo
gerados na fase aquosa pelo sistema Fe?/H,0,. Os radicais HO® foram gerados, pelo
sistema Fe®'/H,0,, segundo a reaccdo de Fenton descrita anteriormente (equagao
4.10). O sistema de oxidacdo referido permitiu a formacgdo de radicais HO® na
auséncia de um agente redutor (como por exemplo, o acido ascérbico) [3, 39], o que
constitui uma vantagem, pois a adicdo desse agente redutor ao meio reaccional
poderia inibir as reac¢bes de propagacao da peroxidagao lipidica.

A sonda DPH-PA foi a sonda utilizada para avaliar a eficacia antioxidante dos
farmacos face aos radicais hidroxilo. Assim, neste ensaio, monitorizou-se a
peroxidacdo lipidica pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda
DPH-PA, que resultava da sua prépria oxidagao.

Os radicais HO®, assim como os radicais ROO’, sendo espécies reactivas de
oxigénio iniciam a peroxidagéo lipidica através da remogao de um atomo de hidrogénio
a moléculas susceptiveis (mecanismo de transferéncia de um atomo de hidrogénio),
embora com uma menor eficacia do que os radicais ROO®, como referido
anteriormente. Neste contexto, um composto com elevada eficacia antoxidante face
aos radicais peroxilo também a devera apresentar contra os radicais hidroxilo, uma
vez que 0 mecanismo de ac¢ao sera basicamente o mesmo.

O método de calculo utilizado para a determinagdo da actividade antioxidante
observada para os diferentes compostos em estudo foi exactamente igual ao descrito

para o estudo efectuado com os inicadores da peroxidagéo lipidica AAPH e AMVN.
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4.3. PARTE EXPERIMENTAL
4.3.1. Reagentes

Além dos reagentes mencionados no capitulo 2, foram ainda utilizados, para a
realizagdo destes estudos, os reagentes descritos em seguida. O acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), o dihidrogénio fosfato de potassio
(KH,PO,), o acido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)  (ABTS), o
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), o persulfato de potassio (K.0sS), a fluoresceina, a
5-hexadecanoilaminofluoresceina (HDAF), o galhato de laurilo, a 2'-desoxiguanosina
(2-dG) e a 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-2'-dG) foram adquiridos a Sigma-
Aldrich. O 2-carboxi-2,5,7,8-tetrametil-6-cromanol (Trolox) e o dicloridraro de 2,2'-
azobis-2-amidinopropano (AAPH) foram adquiridos a Fluka. O 2,2'-azobis(2,4-
dimetilvaleronitrilo) (AMVN) foi gentilmente cedido pela Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra. O sulfato de ferro (Il) e amoénio hexahidratado
[(NH,)2Fe(S0,),.6H.0] foi adquirido a Riedel-deHaén. 0] acido
3-(p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienilfeni)lpropionico (sonda DPH-PA) foi adquirido a Molecular
Probes. Os restantes reagentes, de qualidade p. a., foram adquiridos a Merck. Todos

os reagentes citados foram usados sem qualquer purificagdo adicional.

4.3.2. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais

ABTS"" e DPPH’

A actividade antioxidante dos AINEs foi determinada espectrofotometricamente,
usando ABTS®" e DPPH® como radicais livres [46, 49, 54, 59].

Preparagéo da solugdo de ABTS": o radical monocatido ABTS" foi gerado pela
reacgéo do acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS; 7 mM) com o
agente oxidante persulfato de potassio (2,45 mM) em solugdo aquosa. A mistura foi
depois deixada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 12 - 16 horas, para que
a oxidacgédo do ABTS fosse a mais completa possivel e, deste modo, se obtivesse uma
absorvancia elevada e constante.

O cromodforo verde azulado ABTS'™, uma vez formado, é estavel por um

periodo superior a dois dias, quando guardado no escuro a temperatura ambiente, e
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apresenta uma banda de absor¢ido maxima nos comprimentos de onda 645 nm, 734
nm e 815 nm.

Preparagéo da solugdo de DPPH". para a obtencéo do radical DPPH° preparou-
se uma solugao etandlica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH; 1,9 mM) de cor violeta
escuro.

Antes da realizagdo dos ensaios, as concentragdes das solugbes dos radicais
ABTS*" e DPPH® foram ajustadas com etanol, de modo a que 180 L de cada solugéo
tivesse uma absorvancia de 0,45 + 0,01 a 734 nm a 30°C e de 0,38 + 0,01 a515 nm a
25°C, respectivamente, no leitor de placas referido em seguida. Este controlo da
absorvancia permitia que a concentracao inicial dos radicais livres, nos diferentes
ensaios, fosse sensivelmente a mesma.

Para cada um dos AINEs em estudo e para o trolox, usado como antioxidante
de referéncia, foram testadas concentragbées compreendidas entre 1,5 e 15 pM. As
absorvancias das amostras, constituidas por aliquotas de 20 puL de solugdes
etandlicas de AINEs ou de trolox e 180 puL de solugdo de radical, foram medidas a
cada 5 min durante 20 min a 30°C no estudo com o radical ABTS"*, enquanto que para
o radical DPPH" a absorvancia foi medida, a 25°C, a cada min durante os primeiros 10
min e depois a cada 5 min durante os restantes 50 min. Um ensaio controlo (20 pL
etanol + 180 plL de radical) foi efectuado paralelamente a cada medic¢ao.

Todas as determinagbes de absorvancia foram feitas em quadruplicado num
leitor multiplacas Bio-Tek Synergy HT com temperatura controlada a 30°C e 25°C para

os radicais ABTS"* e DPPH’, respectivamente.

4.3.3. Avaliagao da actividade antioxidante dos AINEs face a oxidagao da

2’-desoxiguanosina

O estudo da actividade antioxidante/pré-oxidante dos AINEs na oxidagao, por
radicais hidroxilo, da 2'-desoxiguanosina a 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, foi efectuado
usando um método adaptado a partir do descrito por Yen e colaboradores [60, 61].

A reaccio da mistura, constituida por aliquotas das solu¢des de AINEs (de 0 a
960 puM para o etodolac; de 0 a 930 uM para o tenoxicam; de 0 a 350 uM para o
piroxicam; de 0 a 1000 pM para o diclofenac; de 0 a 374 uM para a clonixina; e de 0 a

678 uM para o indoprofeno) ou trolox (de 0 a 1000 M), 2’-dG (1 mM), tampao fosfato
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de potassio (20 mM, pH 7,4), foi iniciada pela adi¢do do sistema oxidante constituido
por H,O, (50 mM), FeCl; (1,3 mM) e EDTA (6,5 mM), na presencga ou na auséncia de
acido ascérbico (15 mM). Como as varias solugdes dos farmacos e trolox (antioxidante
de referéncia) foram preparadas com tampao fosfato de potassio suplementado com
10% de acetonitrilo (CH3sCN), o meio reaccional também continha 2% deste solvente.
As amostras (1,5 mL), assim preparadas, foram incubadas a 37°C durante 45 min.
Para terminar o processo de oxidagdo, foi adicionado etanol (20 plL) a mistura
reaccional e as amostras foram mantidas em gelo até se proceder & sua analise. O
branco foi preparado da mesma forma que as amostras, mas ndo possuia na sua
constituicao trolox ou AINEs.

O produto de oxidagdo, 8-OH-2'-dG, foi separado e detectado a 254 nm, por
HPLC. A analise de 20 pL de amostra injectada foi conduzida a temperatura ambiente
num cromatégrafo Merck/Hitachi — LaChrom da série 7000 equipado com um detector
DAD (L-7455), uma bomba (L-7100) e uma coluna Waters Spherisorb ODS2 (4,6 x 250
mm, 5 um) com uma pré-coluna. A fase mével usada era composta por 85% de
dihidrogénio fosfato de potassio (KH.PO,, 50 mM) e 15% de metanol a um fluxo de 1
mL/min. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

Os compostos foram identificados por comparagéo dos seus tempos de retengdo
com os dos respectivos padrdes. A 2'-dG e a 8-OH-2'-dG apresentam factores de
retencdo de 1,77 e 2,50, respectivamente. Adicionalmente, a determinacdo
quantitativa do produto de oxidagao foi feita com base na area dos picos presentes

nos cromatogramas.

4.3.4. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais

ROO’ gerados na fase aquosa e lipidica

Os tampdes utilizados na realizagédo dos diferentes ensaios para a avaliagéo da
actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais peroxilo, gerados pelo AAPH ou
pelo AMVN, diferiram de acordo com a sonda fluorescente utilizada. Assim, os
métodos que monitorizavam a oxidagdo pelo decréscimo da intensidade de
fluorescéncia das sondas fluoresceina e HDAF foram realizados em tampéo fosfato
(75 mM, I = 0,1 M, pH 7,4), uma vez que o tampao hepes (10 mM, / = 0,1 M, pH 7,4)
interferia nos resultados obtidos. Na Figura 4.6 é possivel observar a diferenga nos

resultados obtida com as sondas fluoresceina (A) e HDAF (B), quando os ensaios
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eram realizados simultaneamente nas mesmas condi¢des, variando apenas o tampéo
utilizado (tampao hepes ou tampao fosfato). A utilizagdo do tampado hepes, além de
nao permitir a obtengédo de resultados reprodutiveis, parecia impedir a oxidagdo das
sondas referidas, uma vez que a intensidade de fluorescéncia das sondas sofria um
decréscimo menor do que o observado quando os ensaios eram realizados em
tampao fosfato, ao longo de todo o tempo de reacc¢éo.

No ensaio de avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs na peroxidagdo
lipidica induzida pelo AAPH ou pelo AMVN, por estudos de fluorescéncia (e
anisotropia de fluorescéncia) com a sonda DPH-PA, o tampéao utilizado foi o tampéo
hepes, uma vez que a interferéncia referida anteriormente nao se verificava neste

estudo.
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Figura 4.6: Fluorescéncia relativa obtida nos ensaios com as sondas fluoresceina (A) e HDAF
(B) realizados simultaneamente em tampao hepes (10 mM; / = 0,1 M; pH 7,4; (%)) e tampé&o
fosfato (75 mM, / = 0,1 M; pH 7,4; (), na presenga do iniciador de oxidagdo AAPH (15 e 66
mM para o ensaio com a fluoresceina e com a HDAF, respectivamente), a 37°C.

Para cada um dos estudos, efectuados com as diferentes sondas fluorescentes
e iniciadores da peroxidacao lipidica, foram realizados trés tipos de ensaios controlo:
1) Um ensaio controlo para as sondas, que visava verificar se a oxida¢do das sondas
fluoresceina, HDAF e DPH-PA ocorria nas condigdes do ensaio, sem a adicdo dos
compostos em estudo ou do indutor de peroxidagdo (AAPH ou AMVN). Deste modo,
este controlo era apenas constituido pela sonda dissolvida no tamp&o apropriado ou
incorporada nos LUVs.
2) Um ensaio controlo propriamente dito, que tinha como objectivo verificar se os

farmacos em estudo ou os antioxidantes de referéncia usados tinham capacidade de
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provocar uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia das sondas, ou seja, se
apresentavam actividade pré-oxidante. Este ensaio continha, no tamp&o apropriado, a
concentracdo maxima do composto a testar e a sonda dissolvida na solugéo aquosa
ou incorporada nos LUVs.
3) E um ensaio controlo da peroxidacdo ou branco, que servia de comparagéo aos
ensaios em que o farmaco era adicionado ao meio reaccional, uma vez que neste tipo
de controlo havia uma oxidacdo o mais completa possivel da sonda em estudo.
Apresentava na sua constituicdo a sonda e o indutor da oxidacdo (AAPH ou AMVN),
ou seja, este controlo era preparado da mesma forma que as amostras, mas sem a
adicéo do farmaco ou do antioxidante de referéncia em estudo.

Assim como nos ensaios anteriores, para uma melhor avaliagio da capacidade
antioxidante dos farmacos, realizaram-se estes estudos na presenca de compostos
com actividades antioxidante reconhecidas, nomeadamente o trolox, a vitamina E e/ou

o galhato de laurilo.

4.3.4.1. Radicais ROO" gerados na fase aquosa

Para a realizacao do estudo da actividade antioxidante dos AINEs na presenca
do iniciador de oxidagdo AAPH, pelas diferentes sondas, foi necessaria a preparagao
de lipossomas de EPC. Os ensaios realizados com a sonda fluoresceina em tampéao
fosfato foram efectuados na presencga e na auséncia de lipossomas.

Os lipossomas unilamelares foram preparados pelo método de hidratagdo do
filme lipidico descrito no capitulo 2. No entanto, nos estudos realizados para a
avaliacéo da actividade antioxidante dos AINEs face a peroxidagéo lipidica usando as
sondas HDAF e DPH-PA, antes de se proceder a evaporagdo dos solventes
organicos, era adicionada a sonda HDAF dissolvida em etanol ou a sonda DPH-PA
dissolvida em cloroférmio/metanol (3:2, V/V). Nos ensaios efectuados com a vitamina
E, também se adicionava este antioxidante de referéncia dissolvido em metanol, em
diferentes concentragdes, a solugdo de EPC, antes de se preparar o filme lipidico. De
seguida, preparava-se, entdo, como ja descrito anteriormente, o filme lipidico e os
lipossomas unilamelares.

As concentracées de EPC e HDAF na suspensdo de LUVs obtida eram de 3
mM e 0,5 uM, respectivamente, enquanto a concentragdo de DPH-PA incorporada nos

LUVs (1,5 mM) era igual a 5 uM. A razéo lipido:sonda foi sempre igual ou superior a
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6000:1 e 300:1 para as sondas HDAF e DPH-PA, respectivamente, de modo a
prevenir possiveis modificagées na estrutura da membrana lipidica.

A solucdo de AAPH era preparada diariamente e imediatamente antes da
realizagdo dos ensaios, por dissolugdo da massa necessaria do iniciador de
peroxidacido no tampéo apropriado.

O decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda fluoresceina, na
auséncia e na presenga de LUVs, e da sonda HDAF foi monitorizado num leitor
multiplacas Bio-Tek Synergy HT, com temperatura controlada a 37°C. O comprimento
de onda de excitagdo utilizado foi de 485 + 20 nm e o comprimento de onda de
emisséo de 528 + 20 nm e 521 = 20 nm para as sondas fluoresceina e HDAF,
repectivamente. O equipamento usado para medir a intensidade de fluorescéncia da
sonda DPH-PA e o aumento da anisotropia de fluorescéncia foi um espectrofluorimetro
Perkin-Elmer LS 50B equipado com compartimento de célula termostatizado (37°C). O
comprimento de onda de excitagéo utilizado foi de 384 nm, o comprimento de onda de
emissao de 435 nm e o tempo de integragdo igual a 10 s.

Em seguida, descrevem-se as condi¢cdes especificas necessarias para a

realizagdo dos estudos na presenca das diferentes sondas.

4.3.4.1.1. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda

fluoresceina

A avaliacdo da capacidade de captagdo do radical ROO® pelos farmacos em
estudo foi realizada por fluorimetria, monitorizando-se a oxidagdo da sonda
fluoresceina pelo radical peroxilo de acordo com o descrito por Fernandes ef al [42],
na auséncia e na presenca de LUVs de EPC.

Nos ensaios efectuados em tampao fosfato, a mistura reaccional continha, num
volume final de 200 L, os reagentes dissolvidos em tampéao fosfato (756 mM, /= 0,1 M,
pH 7.4), nas seguintes concentragdes finais: 48 nM de fluoresceina, 0 a 20 pM de
AINE ou trolox e 15 mM de AAPH. O AAPH era o ultimo reagente a ser introduzido na
mistura reaccional e s6 apés um periodo de incubagdo de 10 min, com agitagdo, a
37°C.

As determinagdes foram efectuadas em quadruplicado num mesmo ensaio e

monitorizadas durante 180 min.

224



Actividade antioxidante dos AINES

Nos ensaios efectuados em presenga de lipossomas unilamelares de EPC em

da suspensdo de LUVs, 150 uL da solugdo de composto a testar, 30 uL de
fluoresceina e 40 uL de AAPH. As concentragdes presentes na mistura reaccional,
com um volume final de 300 pl, eram iguais a: 800 pM de LUVs, 48 nM de
fluoresceina, 0 a 15 pM de AINE ou antioxidante de referéncia e 25 mM de AAPH. Tal
como no ensaio anterior, antes da adicdo do iniciador de oxidacdo, a mistura
constituida por LUVs/fluoresceina/AINEs ou trolox era agitada durante 10 min, a 37°C,
no equipamento de medida.

Neste estudo, como no anterior, a intensidade de fluorescéncia foi monitorizada
durante 180 min e todas as determinagdes foram feitas em quadruplicado num mesmo

ensaio.

4.3.4.1.2. Avaliacdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
HDAF

tampao fosfato, os diferentes reagentes foram adicionados pela seguinte ordem: 80 ulL
i Neste estudo, a actividade antioxidante dos AINEs na captagdo do radical
ROO’ foi monitorizada pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda
HDAF incorporada em lipossomas.

Para a realizagéo deste ensaio, adicionou-se a 80 pL da suspenséo de LUVs
contendo a sonda fluorescente HDAF, 110 uL das solugdes de farmaco ou trolox em
tampao fosfato (75 mM, / = 0,1 M, pH 7,4), e s6 ap6s um periodo de incubagéo de 10
min com agitacdo, a 37°C, é que se adicionou 110 pL de AAPH para iniciar a
oxidagdo. As concentragdes finais de cada um dos reagentes, na mistura reaccional
de volume igual a 300 pL, foram as seguintes: 800 uM de EPC, 0,13 pM de HDAF, 0 a
293 puM de etodolac e indoprofeno, 0 a 147 puM de tenoxicam, 0 a 206 pM de

piroxicam, 0 a 363 uM de clonixina, 0 a 183 puM de trolox e 200 mM de AAPH.
O decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda HDAF foi monitorizado
durante 360 min e todas as determinagbes foram feitas em duplicado, nhum mesmo

ensaio.
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4.3.4.1.3. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
DPH-PA

O estudo da actividade antioxidante dos AINEs na peroxidagao lipidica,
avaliada pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA, foi
efectuado de acordo com o método descrito por Arora et al [24]. No entanto, como tem
sido sugerido que a actividade antioxidante demonstrada por um composto, pode ser
ndo s6 devida a captura dos radicais livres, mas também devida a alteragbes na
fluidez das membranas, procedeu-se também ao estudo do efeito dos AINEs na
fluidez da membrana durante a peroxidagdo lipidica. Este ensaio complementou,
assim, o método descrito por Arora et al [24], uma vez que ndo se monitorizou apenas
o decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA, mas também a
fluidez membranar por estudos de anisotropia de fluorescéncia.

Para a avaliagdo da peroxidacéo lipidica, adicionou-se a 1,0 mL da suspensé&o
de LUVs com a sonda DPH-PA incorporada, diferentes concentragdes de AINEs ou
trolox, numa célula de fluorimetria. Nos estudos efectuados com o antioxidante de
referéncia vitamina E, o volume correspondente a solugdo dos compostos a testar era
substituido por tampao hepes, uma vez que este antioxidante de referéncia ja se
encontrava incorporado nos lipossomas. Apés um periodo de incubagdo de 10 min
com agitacdo, a 37°C, iniciou-se a peroxidacdo lipidica pela adicdo do AAPH. As
concentragdes finais de cada um dos reagentes referidos foram: 800 uM de LUVs, 2,7
uM de DPH-PA, 0 a 125 uM de tenoxicam, 0 a 120 pM de piroxicam, 0 a 170 uM de
etodolac, 0 a 144 M de indoprofeno, 0 a 222 uM de clonixina, 0 a 18 uM de trolox, 0 a

15 uM de vitamina E e 15 mM de AAPH.
O decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA e o aumento
da anisotropia de fluorescéncia foram monitorizados durante 60 min, no

espectroftuorimetro anteriormente referido.

4.3.4.2. Radicais ROO’ gerados na fase lipidica

Os lipossomas, necessdrios para a avaliagdo antioxidante dos AINEs face a
peroxidagao lipidica iniciada pelo AMVN na presenga das sondas fluoresceina, HDAF
ou DPH-PA, foram preparados de acordo com o método descrito no estudo com o

iniciador AAPH. Contudo, antes de se proceder a evaporagcao dos solventes, era
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também adicionado, a solugdo organica, o iniciador lipossolivel AMVN, dissolvido em
cloroférmio, na concentragdo adequada. Uma vez que o agente oxidante era
susceptivel a decomposigdo térmica, houve necessidade de controlar a temperatura,
durante e apos todo o processo de preparagdo dos LUVs. Assim, a temperatura de
extrusdo, como todo o manuseamento, procedeu-se a uma temperatura inferior ou
igual a 25°C. Um outro parametro importante a ter em conta foi a necessidade de,
apos a hidratagéo do filme lipidico com tampéao fosfato ou tampé&o hepes, utilizar um
banho de ultrassons para adjuvar a agitagdo em vortice na formagéo dos MLVs. A
dupla utilizagdo, por um curto periodo de tempo (num total de 20 s), do banho de
ultrassons foi requerida, pois a agitagdo forte em vortice ndo se mostrava suficiente
para remover todo o filme que se encontrava aderido as paredes do balao.

O equipamento de medida utilizado, para medir a intensidade de fluorescéncia
das sondas DPH-PA, fluoresceina e HDAF, foi um espectrofluorimetro Perkin-Elmer
LS 50B equipado com compartimento de célula termostatizado a 45°C. Os
comprimentos de onda de excitacdo e de emissédo utilizados foram os mesmos

descritos anteriormente (4.3.4.1).

4.3.4.2.1. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
DPH-PA

O estudo da actividade antioxidante dos AINEs na peroxidagdo lipidica,
induzida pelo AMVN e avaliada pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia da
sonda DPH-PA, foi efectuado usando um método optimizado a partir do que se
encontrava descrito na literatura para a determinagado da actividade antioxidante dos
compostos face aos radicais peroxilo gerados por este iniciador lipossoluvel [17, 23,
31, 40].

Para a avaliagéo da peroxidagao lipidica, adicionou-se a 1,0 mL da suspenséo
de LUVs com a sonda DPH-PA e o iniciador AMVN incorporados, diferentes
concentragbes de AINEs, trolox ou galhato de laurilo (dissolvido em etanol e
adicionado numa propor¢do que ndo ultrapassasse o0s 2% em etanol no meio
reaccional). Nos estudos com a vitamina E, o volume correspondente a solugéo dos
compostos a testar era substituido por tampao hepes, uma vez que este antioxidante
de referéncia, também ja se encontrava incorporado nos lipossomas. A mistura

reaccional, assim preparada, era agitada e incubada durante 10 min, a um valor de
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temperatura inferior ou igual a 25°C, ao abrigo da luz. Apés o periodo de incubagao, a
amostra era exposta a uma temperatura de 45°C e, consequentemente, a peroxidagéao
lipidica era iniciada. As concentragoes finais de cada um dos reagentes referidos
foram: 800 uM de LUVs, 2,7 uM de DPH-PA, 300 ptM de AMVN, 0 a 222 pM de
tenoxicam, 0 a 210 uM de piroxicam, 0 a 355 uM de etodolac, 0 a 356 pM de
indoprofeno, 0 a 444 uM de clonixina, diclofenac e vitamina E, 0 a 444 uM de trolox e O
a 112 uM de galhato de laurilo.

A intensidade de fluorescéncia foi monitorizada durante 20 min, no

espectrofluorimetro utilizado para a realizagéo deste estudo.

4.3.4.2.2. Avaliacdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda

fluoresceina

Este estudo efectuou-se apos a adigdo dos diferentes reagentes, na célula de
fluorimetria, pela seguinte ordem: 1,0 mL da suspensdo de LUVs, 50 plL de
fluoresceina e 750 pL de tampédo fosfato. As concentragcdes presentes na mistura
reaccional eram: 800 uM de LUVs, 500 ou 1500 uM de AMVN e 48 nM de
fluoresceina. Apdés um periodo de incubacdo de 10 min, ao abrigo da luz e a uma
temperatura inferior ou igual a 25°C, iniciava-se a peroxidacao lipidica a 45°C.

A intensidade de fluorescéncia da sonda fluoresceina foi monitorizada, durante

60 min, no equipamento de medida.

4.3.4.2.3. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
HDAF

Para a realizacdo destes ensaios, adicionou-se a 1,0 mL da suspensao de
LUVs contendo na sua constituicdo a sonda fluorescente HDAF e o iniciador AMVN,
800 pL de tampéo fosfato, e, apds agitagao, iniciou-se a peroxidagao lipidica a 45°C.
As concentracdes finais, na mistura reaccional, eram as seguintes: 800 pM de EPC,
0,13 uM de HDAF e 500 ou 1500 uM de AMVN.

A monitorizagéo da intensidade de fluorescéncia foi efectuada durante 60 min

no espectrofluorimetro referido anteriormente.
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4.3.5. Avaliagio da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais

HO®

A avaliacdo da actividade antioxidante dos AINEs na peroxidagéo lipidica
induzida pelo radical HO®, gerado pelo sistema Fe®/H,0, foi efectuada pela
monitorizacdo da oxidacdo da sonda DPH-PA através de uma metodologia com
deteccgéo fluorimétrica, de acordo com o método descrito por Gutiérrez et al [30].

A parte experimental desta metodologia foi, em tudo, semelhante a do estudo
com o iniciador da peroxidagdo AAPH na presenca da sonda DPH-PA, excepto a
induc@o da peroxidagao lipidica. Assim, apds o periodo de incubagédo de 10 min dos
LUVs com os AINEs ou trolox, iniciou-se a peroxidagao lipidica pela adigdo de 200 pL
da solucdo de Fe?*-EDTA, seguida da adi¢do de 200 pL da solugdo de H,0..

A solucdo de Fe*-EDTA foi preparada a partir da dissolugdo do
(NH,4),Fe(S0,),.6H,O em tampao hepes com EDTA (1:5 Fe?*/EDTA) e a solugio de
H,O, foi preparada por diluicdo de uma solugdo 30% em H,O, em tampdo hepes. As
solugdes referidas eram preparadas diariamente.

A mistura reaccional, continha, num volume final de 1800 pL, os seguintes
constituintes nas concentragdes finais indicadas: 800 uM de LUVs, 2,7 M de
DPH-PA, 0 a 113 uM de tenoxicam, 0 a 99 puM de piroxicam, 0 a 189 pM de
indoprofeno, 0 a 222 uM de etodolac, 0 a 222 M de clonixina e diclofenac, 0 a 18 uM
de trolox, 0,4 mM de Fe?* e 4 mM de H,0..

A peroxidacao lipidica foi monitorizada durante 30 min, a 37°C, no mesmo
espectrofluorimetro e nos comprimentos de onda de excitagdo e de emissao referidos
na parte experimental de avaliacdo da actividade antioxidante dos AINEs pela sonda

DPH-PA na peroxidagao lipidica induzida pelo AAPH.

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais

ABTS" e DPPH’

A diminuigdo da absorvéancia passivel de ocorrer esta directamente relacionada

com a diminuigao da concentragdo do radical na solucédo e, conseguentemente, indica

gue o composto em estudo apresenta propriedades antiradicalares.
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As representacdes graficas das concentragdes dos radicais ABTS™ e DPPH’
em funcéo das concentragdes dos AINEs em estudo e do trolox, apés 5, 10, 15 e 20
min de tempo de reaccdo para o radical ABTS™ e 5, 15 e 60 min de tempo de reac¢do

para o radical DPPH® podem ser observadas nas Figuras 4.7 a 4.10.

Pela observagéo da Figura 4.7, € possivel concluir que os AINEs clonixina e
indoprofeno n&o apresentaram actividade antioxidante relativamente ao radical
monocatido ABTS®*, uma vez que a concentracdo deste permanece préoxima de 100%
ao longo de todo o tempo de reacgéo e qualquer que seja a concentragéo de farmaco
usada. Por outro lado, o diclofenac, o etodolac, o tenoxicam e o piroxicam
demonstraram possuir actividade antioxidante, pois foram capazes de provocar uma
diminuicdo da absorvancia. Estes farmacos, com excepg¢ao do diclofenac, atingem o
maximo da sua capacidade antioxidante face ao radical ABTS"" ao fim de 5 min.

Nas Figuras 4.8 e 4.9 apresentam-se os resultados obtidos para o antioxidante
de referéncia face aos radicais ABTS"" e DPPH®, respectivamente. E possivel observar
que o trolox possui actividade antioxidante relativamente aos dois radicais livres
considerados e que no ensaio realizado com o radical ABTS®" atinge a sua maxima
eficacia antioxidante apé6s 5 min de tempo de reacgéo.

A Figura 4.10, obtida apoés a realizagédo do ensaio com o radical DPPH’, mostra
que, dos AINEs estudados, apenas o piroxicam e o tenoxicam mostraram capacidade
antioxidante, mas numa menor extensdo e num periodo de tempo de reac¢éo superior
aos observados no método para o radical ABTS' (Figura 4.7). Neste estudo, &
possivel verificar que a reaccéo é tanto mais completa quanto maior for o tempo de
reaccdo, mesmo para o antioxidante de referéncia (Figura 4.9). De facto, alguns
compostos reagem rapidamente com o radical DPPH®, mas para a maioria dos
compostos existentes na literatura, as reacgdes sdo lentas, sendo o tempo de ensaio
considerado um importante parametro na avaliagdo da actividade antioxidante de um

composto por esta metodologia [54].
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Figura 4.7: Percentagem do radical monocatido ABTS™, com o respectivo desvio padréo, na
presenca de concentragées crescentes de clonixina (A), indoprofeno (B), diclofenac (C),

etodolac (D), tenoxicam (E) e piroxicam (F), a diferentes tempos de reaccéo: () 5 min, (

min, (4) 15 min e (V) 20 min.
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Figura 4.8: Percentagem do radical monocatido ABTS®*, com o respectivo desvio padrdo, na

presenga de concentragdes crescentes de trolox, a diferentes tempos de reacgao: (l) 5 min,
() 10 min, (#£) 15 min e (V ) 20 min.
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Figura 4.9: Percentagem do radical DPPH®, com o respectivo desvio padréo, na presenga de

concentragdes crescentes de trolox, a diferentes tempos de reacgéo: (H) 5 min, () 15 min e
(#4.) 60 min.
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Figura 4.10: Percentagem do radical DPPH’, com o respectivo desvio padréo, na presenga de
concentragbes crescentes de clonixina (A), indoprofeno (B), diclofenac (C), etodolac (D),
tenoxicam (E) e piroxicam (F), a diferentes tempos de reac¢cdo: (M) 5 min, ( ) 15 min e (&) 60
min.

A capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) foi usada para
estabelecer a hierarquia da eficacia antioxidante dos AINEs face aos radicais em

estudo. Assim, com base nos valores de TEAC, ou seja, dos cocientes do |Csq2s) do
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trolox pelo ICsq25) do farmaco obtidos, respectivamente, nos ensaios de descoloragéo
do radical ABTS™ e DPPH?’, foi possivel verificar qual foi o AINE que se revelou mais

eficaz, nos diferentes tempos de reacgdo considerados. Os valores de TEAC

calculados encontram-se presentes na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Efeito antioxidante dos AINEs expresso em TEAC, cociente do [Cspps do trolox
pelo 1Csos do farmaco, obtido, respectivamente, para os diferentes tempos de reacgao no

ensaio de descolorago do radical ABTS* e DPPH".

TEAC? TEAC?
AINEs (ABTS™) (DPPH")
5 min 10 min 15 min 20 min 60 min
Etodolac 0,91 +0,01  0,96+0,01 099+0,02 1,01+0,02 _x
Diclofenac 0,75 + 0,01 0,84 + 0,01 0,88+ 0,02 0,91+0,04 _*
Tenoxicam 1,01+ 0,03 1,01 + 0,01 1,01 + 0,01 1,02 + 0,01 0,63 + 0,01
Piroxicam 1,07+ 0,05 1,05+0,03 1,04+0,04 1,03+004 0,41+0,01
Clonixina > * * " "
Indoprofeno * _ _ > - _

0s resultados correspondem a média de quatro ensaios + o desvio padrao
*sem actividade

Pela andlise da Tabela 4.1 e tendo em conta que quanto maior for o valor de
TEAC maior sera a actividade antioxidante apresentada pelos farmacos, foi possivel
ordenar os AINEs por ordem decrescente de eficacia. Para o ensaio com o radical
ABTS™ a eficacia antioxidante seguiu a seguinte ordem: tenoxicam =~ piroxicam ~
etodolac > diclofenac (a clonixina e o indoprofeno ndo apresentaram actividade
antioxidante). Os oxicamos, tenoxicam e piroxicam, € o etodolac possuiram uma
accéo antioxidante semelhante a observada para o trolox, em todos os tempos de
reaccdo considerados no ensaio de descoloragdo para o radical ABTS™, ao contrario
do diclofenac, que apresentava uma maior eficacia antioxidante quanto maior fosse o

tempo de reacgéo.
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No método descrito para o radical DPPH® a ordem de eficacia aos 60 min de
tempo de reaccdo foi: tenoxicam > piroxicam; os restantes farmacos nao
apresentaram actividade antiradicalar face ao radical referido.

A menor actividade do diclofenac relativamente ao tenoxicam, piroxicam e
etodolac no ensaio com o radical ABTS"" podera ser explicada pela presenga dos
grupos captadores de electrées -Cl, além do -COOH, na sua estrutura gquimica
(presentes em 1.2.5), que v&o dificultar a transferéncia final do atomo de hidrogénio.
Quanto a clonixina, a presenga do atomo de cloro e do grupo carboxilico directamente
ligados ao anel aromatico podera provocar uma maior perturbagéo nas propriedades
electrénicas dos grupos vizinhos e, consequentemente, uma menor estabilizagdo do
radical formado, o que pode justificar a auséncia de actividade antiradicalar. Quanto ao
indoprofeno, a inexisténcia de um grupo doador de um atomo de hidrogenio podera
explicar os resultados obtidos para este farmaco. Relativamente ao ensaio com o

radical DPPH", além dos factores mencionados na justificagcdo da ordem de eficacia
obtida para os diferentes AINEs para o radical ABTS', o impedimento estérico

presente na molécula do radical DPPH® pode implicar uma menor acessibilidade dos
farmacos ao seu centro radicalar e, deste modo, justificar a menor eficacia
antioxidante obtida para os AINEs. De facto, como referido anteriormente, apesar de
alguns compostos reagirem rapidamente com o radical DPPH’, para a maioria dos
compostos descritos na literatura essa reacg¢do € mais lenta e complexa e, portanto, o
tempo de reaccéo usado neste estudo pode nao ter sido o suficiente para se observar
o fim da reacg¢ao [54, 59].

Neste contexto, pode-se concluir que os resultados obtidos, nestes estudos de
descoloracdo, estdo directamente relacionados com a estrutura quimica e

tridimensional dos AINEs estudados.

4.4.2. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face a oxidagao da

2’-desoxiguanosina

Os resultados obtidos nos ensaios realizados na auséncia de acido ascérbico,
mostraram que os AINEs, com excepgao do diclofenac e indoprofeno, apresentaram
actividade pro-oxidante, no entanto numa extenséo muito menos significativa do que a

observada para o antioxidante de referéncia (Figura 4.11). Adicionalmente, foi possivel
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verificar que a actividade pré-oxidante, observada para qualquer um dos compostos,

aumentava com o aumento da concentragao.
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Figura 4.11: Efeito observado para os AINEs etodolac (:2:Z), tenoxicam (mm), piroxicam (i 1) e
clonixina (C—) e para o trolox () na oxidacao da 2'-dG a 8-OH-2'-dG induzida pelo sistema
Fe?’*-EDTA/HzOz na auséncia de acido ascoérbico. Cada valor corresponde a média + desvio
padrao de 3 ensaios.

Pela observacado da Figura 4.11, é ainda possivel verificar que a actividade
pro-oxidante apresentada pelo trolox e, consequentemente, pelos AINEs, foi muito
inferior a observada para o branco com acido ascérbico e sem o composto a testar. De
facto, enquanto que o branco apresenta um valor igual a 1 (ndo representado na
Figura 4.11), o valor maximo obtido para o trolox, no intervalo de concentragbes
utilizado, foi de 0,33, significativamente menor que a unidade.

A adicdo de acido ascorbico ao sistema reaccional acelera a oxidagdo da base
de ADN, uma vez que aumenta a formagao de radicais HO®, pela reducéo do ido Fe®*
a Fe*, necessario a progressdo da reaccdo de formacdo de radicais hidroxilo
(equacgdes 4.9 e 4.10). Com efeito, a capacidade do acido ascérbico em agir como
pro-oxidante estad bem documentada na literatura [60, 61].

Nos ensaios realizados na presenga do acido ascorbico para a determinagéo
da actividade antioxidante dos AINEs, nao foi possivel a determinac¢do da eficacia do
diclofenac em reduzir a oxidacéo da 2'-dG a 8-OH-2’-dG, pois verificou-se a presenga
de um precipitado no meio reaccional, apos o periodo de incubagdo das amostras.

Na Figura 4.12 apresentam-se os resultados obtidos para os AINEs e trolox,

apos a realizacdo dos ensaios, na presenga de acido ascorbico. Pela observagéo da
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Figura 4.12, é possivel concluir que, para as concentragbes usadas para os varios
farmacos, apenas o etodolac e o tenoxicam reduziram a oxidagéo da base de ADN 2'-
dG a 8-OH-2'-dG na presenca do sistema Fe**-EDTA/H,0,/4acido ascérbico. E também
possivel verificar que o etodolac se revelou mais eficaz que o tenoxicam na inibicao da
oxidacao referida. No entanto, enquanto que o trolox conseguiu superar o efeito pro-
oxidante observado no estudo anterior em todo o intervalo de concentragdes usado, os
AINEs etodolac e tenoxicam apenas o conseguiram quando presentes em
concentracdes superiores a 360 uM e 460 M, respectivamente. Assim, s6 a partir dos
valores de concentracdo referidos € que foi possivel a detecgdo da actividade

antioxidante dos AINEs e a diminui¢do da oxidagao da 2'-dG.
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Figura 4.12: Efeito observado para os AINEs etodolac (@), tenoxicam (A), piroxicam ( ),
indoprofeno (#) e clonixina (4) e para o trolox (M) na oxidagéo da 2'-dG a 8-OH-2'-dG,
induzida pelo radical hidroxilo, na presenga de acido ascorbico. Cada valor corresponde a
média + desvio padrdo de 3 ensaios independentes.

4.4.3. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais

ROO’ gerados na fase aquosa e lipidica

4.4.3.1. Radicais ROO’ gerados na fase aquosa

Nestes estudos, nio foi possivel a determinagédo da actividade antioxidante do
diclofenac face aos radicais peroxilo, devido a formagéo de um precipitado quando ao

meio reaccional adicionavamos o indutor AAPH.
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4.43.1.1. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda

fluoresceina

A actividade antioxidante dos AINEs foi avaliada pela monitorizacdo da
oxidacdo da sonda fluoresceina, na auséncia e na presengca de lipossomas
unilamelares de EPC. A introducdo de lipossomas, neste estudo, complementou o
ensaio descrito por Fernandes ef al [42], pois a presenca destes modelos
membranares permite uma maior aproximacgao do que realmente acontece a nivel
biolégico. Deste modo, os dados obtidos sdo mais facilmente extrapolados para
situagdes in vivo do que os fornecidos nos ensaios realizados na auséncia de modelos
membranares. De facto, a interacgdo dos farmacos com as membranas biolégicas,
que pode ser quantificada pelo coeficiente de particdo, condiciona a concentragéo
aquosa dos farmacos, o que constitui um parametro importante neste método, cujo
objectivo € a quantificacdo da actividade antioxidante dos AINEs, em funcado da
concentracao de farmaco, utilizando a sonda fluoresceina hidrossoluvel.

Em seguida, sdo apresentados os resultados e a sua discussdo dos ensaios
efectuados em tampéao fosfato. Os resultados obtidos no ensaio controlo para a sonda
fluoresceina, nos ensaios controlo propriamente ditos e no ensaio controlo da
peroxidacao podem ser visualizados na Figura 4.13.

Como é possivel observar na Figura 4.13, nos ensaios controlo efectuados
para a sonda fluoresceina, AINEs e antioxidante de referéncia nado ocorreu uma
diminuicdo significativa da intensidade de fluorescéncia da sonda fluoresceina, nas
condicbes experimentais estabelecidas, quando comparada com a obtida no ensaio
controlo de oxidac¢do. Estes ensaios controlo permitiram, assim, garantir que sem a
adicdo do indutor de oxidagdo nao ocorria oxidacdo da sonda fluoresceina.
Adicionalmente, a adigdo simultdnea do AAPH e dos AINEs em estudo ou do trolox
permitiu verificar se estes possuiam actividade antioxidante, traduzida graficamente
pela diminuicdo da velocidade de decaimento da intensidade de fluorescéncia

comparativamente ao ensaio controlo de oxidacéao.
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Figura 4.13: Comparagao da evolugéo da fluorescéncia relativa da sonda fluoresceina (1-7), na
auséncia ou na presenga de AINEs (indoprofeno, etodolac e clonixina numa concentragéo de
200 uM, e 170 uM para o piroxicam e tenoxicam) ou trolox (170 uM), com a fluorescéncia
relativa observada durante a oxidago da respectiva sonda induzida pelo AAPH (15 mM; W), ao
jongo do tempo, a 37°C.

Todos os AINEs estudados atrasaram, de uma forma dependente da
concentracdo, em maior ou menor extensdo, o decréscimo da intensidade de
fluorescéncia da sonda fluoresceina, provocado pela sua oxidagéo pelo radical ROO’,
relativamente ao controlo de oxidagao (Figura 4.14).

Para melhor determinar a eficacia dos compostos como antioxidantes,
representou-se graficamente a razdo (AUCameroox-AUCaapH)/AUCaapn versus a
concentracdo dos compostos (Figura 4.15 A). A diferenga de eficacia dos compostos
estudados em impedir a oxidagao da sonda fluoresceina reflectiu-se no valor dos seus
ICq, 0s quais séo definidos como a concentragdo de cada composto requerida para
que a razao referida apresente um valor de 90% (Tabela 4.2). Estes valores de ICg,
foram obtidos a partir das rectas de regressdo do grafico percentagem da razéo
(AUCaNETroiox-AUCaapH)/AUCanpn versus concentragdo de composto (Figura 4.15 B).
Uma vez que a razéo referida atingiu o valor de 90% para as concentragées de
composto mais baixas, utilizaram-se apenas os valores obtidos até 5 uM para a

representacao grafica presente na Figura 4.15 B.
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Figura 4.14: Fluorescéncia relativa observada durante a oxidagdo da sonda fluoresceina
induzida pelo AAPH (15 mM) a 37°C, na presenga de diferentes concentracbes dos AINEs
indoprofeno (A: (1) 0; (2) 2; (3) 5; (4) 10; (5) 15; e (6) 20 uM), clonixina (B: (1) 0; (2) 1; (3) 2; (4)
3; (5) 4; (6) 5; e (7) 10 uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 2; (3) 5; (4) 10; (5) 15; e (6) 20 uM)
piroxicam (D: (1) 0; (2) 2; (3) 5; (4) 10; (5) 15; e (6) 20 uM) e etodolac (E: (1) 0; (2) 2; (3) 4; (4)
5: (5) 6; (6) 7; (7) 10; e (8) 15 uM) e do antioxidante de referéncia trolox (F: (1) 0; (2) 2; (3) 5;

(4) 10; (5) 15; e (6) 20 pM).
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Figura 4.15: Relagdo entre o valor (A) ou a percentagem (B) da raz&o (AUCangrroox
AUCapr)/AUCpH € as concentragdes dos AINEs ( etodolac: (M); clonixina: (%), indoprofeno:
(V¥); tenoxicam: ( - ); e piroxicam: (4)) e trolox (). Os valores da razéo referida foram
calculados a partir dos resultados de quatro experiéncias realizadas em triplicado (média +
desvio padrio).

Tabela 4.2: Valores de ICq obtidos para o trolox e AINEs estudados nos ensaios para a
avaliacéo da actividade antioxidante pela sonda fluoresceina na auséncia e na presenca de
LUVs, a partir da equacdo das rectas de regressdo da representacdo grafica
%(AUC anerrrolo-AUC aapH)/AUCanpH  versus concentragdo dos respectivos compostos. Os
valores apresentados correspondem a média e desvio padréo dos resultados obtidos em trés
ensaios independentes.

Compostos

Fluoresceina Fluoresceina+LUVs Fluoresceina+LUVs*

Indoprofeno n.a.** na** n.a**
Clonixina 1,86 + 0,19 3,86 + 0,28 2,83+ 0,28
Etodolac 0,98 + 0,11 2,24+0,23 2,24+ 0,23
Piroxicam 1,00 + 0,13 2,36 + 0,14 0,95+ 0,14

Tenoxicam 1,19+ 0,25 2,77 + 0,19 1,22+ 0,19

Trolox 4,46 + 0,66 14,00 + 1,02 11,79 + 1,02

* valores calculados usando a conc. de AINEs na fase aguosa

** péo atinge
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Pela analise da Tabela 4.2, verifica-se que os compostos em estudo possuiram
efeito captador do radical peroxilo e que a ordem de eficacia obtida para os farmacos e
trolox foi a seguinte: etodolac 2 piroxicam > tenoxicam > clonixina > trolox >
indoprofeno. Pela observagio da ordem obtida, pode-se concluir que os AINEs em
estudo, com excepgdo do indoprofeno, apresentaram uma actividade antioxidante
superior a do trolox, o composto utilizado como antioxidante de referéncia.

A actividade antioxidante demonstrada pelos AINEs em estudo podera ser
explicada, tendo em conta 0 mecanismo de acgéo dos radicais peroxilo, pela presencga
de grupos doadores de hidrogénio, como -OH, -NH e -SH nas moléculas dos farmacos
(presentes em 1.2.5 no capitulo 1). Adicionalmente, a presenc¢a dos grupos captadores
de electrdes -COOH e -Cl directamente ligados aos anéis aromaticos, podera explicar
a menor actividade antioxidante da clonixina relativamente aos AINEs etodolac,
piroxicam e tenoxicam. Quanto ao indoprofeno, a inexisténcia de um grupo doador de
hidrogénio na sua estrutura quimica podera explicar os resultados obtidos para este
farmaco.

Nos ensaios efectuados em presencga de lipossomas unilamelares de EPC em
tampéo fosfato, comparativamente ao ensaio com a sonda fluoresceina na auséncia
de LUVs, houve necessidade de aumentar a concentracdo de AAPH, uma vez que
com a concentracdo de 15 mM de AAPH ndo se obtinha uma inibigdo completa da
intensidade de fluorescéncia. Assim, foram testadas varias concentracbes de AAPH
para uma mesma concentragdo de sonda fluoresceina e de EPC (Figura 4.16). A
concentragao do iniciador da oxidagao escolhida foi a de 25 mM, pois com este valor
de concentragdo era possivel garantir uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
(oxidagao da fluoresceina) completa no tempo de reacgdo considerado (180 min).

O aumento da concentracdo de AAPH neste ensaio, relativamente ao
efectuado com a sonda fluoresceina na auséncia de lipossomas de EPC, pode ser
explicado pelo facto dos radicais peroxilo formados se poderem difundir também para
o interior das membranas e, consequentemente, parte dos radicais ROO® ser&o
consumidos na oxidagéo dos acidos gordos polinsaturados ai presentes. Deste modo,
um menor numero de radicais peroxilo vai estar disponivel para oxidar a sonda
fluoresceina, sendo assim necessario aumentar a concentragdo de AAPH para que a
oxidacdo da sonda seja mais rapida e completa, no mesmo intervalo de tempo do

estudo anterior.
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Figura 4.16: Fluorescéncia relativa observada durante o ensaio de oxidagdo da sonda
fluoresceina na presenga de lipossomas unilamelares de EPC, a 37°C, com as seguintes
concentracbes de AAPH: (1) 10; (2) 15; (3) 20; (4) 25; (5) 30; (6) 40; e (7) 50 mM.

Os ensaios controlo efectuados, neste estudo, diferiram dos anteriores pela
presenca de lipossomas unilamelares de EPC no meio reaccional. Na Figura 4.17 €
possivel observar os resultados obtidos nos diferentes ensaios controlo efectuados.
Assim, pela observacédo da Figura 4.17, pode-se concluir que, tal como no estudo
anterior, ndo se verificou uma diminuigdo significativa da intensidade de fluorescéncia
nos ensaios controlo realizados para a sonda fluoresceina, AINEs e trolox, quando

comparada com a obtida no ensaio controlo de oxidag&o.

Fluorescéncia relativa
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Figura 4.17: Comparagdo da evolugdo da fluorescéncia relativa da sonda fluoresceina na
presenca de 800 uM de LUVs (1-7), sem ou com a adigdo de AINEs (indoprofeno, etodolac e
clonixina numa concentragio de 200 uM, e 170 uM para o piroxicam e tenoxicam) ou trolox
(170 uM), com a fluorescéncia relativa observada durante a oxidagdo da respectiva sonda
induzida pelo AAPH (25 mM; B}, ao longo do tempo, a 37°C.
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A monitorizagdo do decréscimo da intensidade de fluorescéncia, ao longo do
tempo na presengca do AAPH e na auséncia e na presengca dos AINEs ou do
antioxidante de referéncia, permitiu verificar, como no estudo anterior, se o0s
compostos em estudo apresentavam actividade antioxidante (Figura 4.18). Pela
observacao da Figura 4.18, podemos concluir que a actividade antioxidante dos AINEs
estudados € dependente da concentragao.

A representacao grafica da razdo (AUCanemroiox-AUCAapH)/AUCaapn Versus a
concentragdo dos compostos (Figura 4.19 A) permitiu uma melhor comparagéo entre
os varios compostos relativamente as suas eficacias antioxidantes. Assim como no
ensaio em que se usou a fluoresceina na auséncia de lipossomas, também neste
estudo se procedeu ao calculo dos valores de ICq a partir das equagdes das rectas
obtidas da percentagem da razdo (AUCaneroox-AUCAapH)/AUCaapn até uma
concentracdo de aproximadamente 5 yM de AINE ou trolox (Figura 4.19 B e Tabela
4.2).

Os AINEs estudados e o trolox puderam ser ordenados em termos de eficacia
antioxidante face ao radical peroxilo, da seguinte maneira: etodolac = piroxicam >
tenoxicam > clonixina > trolox > indoprofeno. A ordem de eficacia obtida esta de
acordo com a obtida no ensaio com a sonda fluoresceina na auséncia de lipossomas e
em tampao fosfato. No entanto, se se considerar que parte destes farmacos partilha
com os LUVs presentes no meio reaccional e que apenas a concentracdo dos
compostos presente na fase aquosa € a directamente responsavel pela protecgéo da
sonda fluoresceina a oxidagao, poder-se-a recalcular os valores de ICg. O célculo
destes valores sera efectuado numa representacdo grafica, em tudo semelhante a
anterior (Figura 4.19 B), mas cujos dados de origem compreendem a percentagem da
razdo (AUCanemoioAUCAapr)/AUCAAPn € as concentragbes dos compostos na fase

aquosa e ndo as suas concentragdes totais.
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Figura 4.18: Fluorescéncia relativa observada durante a oxidagdo da sonda fluoresceina
induzida pelo AAPH (25 mM), na presenga de LUVs (800 uM), a 37°C, e perante a adi¢cao de
diferentes concentracdes dos AINEs indoprofeno (A: (1) 0; (2) 2; (3) 5; (4) 8; (5) 10; (6) 12, e (7)
15 uM), clonixina (B: (1) 0; (2) 0,6; (3) 1; (4) 2; (5) 3; (6) 5; (7) 8; (8) 10; e (9) 15 uM), tenoxicam
(C: (1) 0; (2) 0,5; (3) 1; (4) 2; (5) 3; (6) 5; (7) 8; (8) 10; e (9) 15 uM) piroxicam (D: (1) 0; (2) 0,5;
(3) 1; (4) 2; (5) 4; (6) 5; (7) 8; (8) 10; e (9) 15 uM) e etodolac (E: (1) 0; (2) 0,6; (3) 1, (4) 2, (5) 4,
(6) 5; (7) 8; (8) 10; e (9) 15 uM) e do antioxidante de referéncia trolox (F: (1) 0; (2) 0.4, (3) 1, (4)
2,(5) 3, (6) 5; (7) 8, (8) 10; e (9) 15 pM).
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Figura 4.19 A: Representagdo grafica da razdo (AUCaneTrolox-AUCaapH)/AUCaspy versus
concentracdes dos AINEs e trolox. B: Regressao linear da relagao entre a percentagem da
razado (AUCanemrolox-AUCaapk)AUCaspy € as concentragdes dos AINEs e trolox. (H) etodolac;
(€) clonixina; (VW) indoprofeno; ( ) tenoxicam; () piroxicam; e () trolox. Os valores da razdo
referida foram calculados a partir dos resultados de trés experiéncias realizadas em
quadruplicado (média + desvio padrio).

A determinacao do valor da concentracdo dos farmacos na fase aquosa foi feita
a partir da equacado 3.3, apresentada no capitulo 3. Com efeito, o conhecimento do
valor do coeficiente de particdo dos compostos e da sua concentracdo na fase
membranar (calculada a partir da equacido 3.39 também incluida no capitulo 3)
permitiu o calculo da concentragcdo dos mesmos na fase aquosa. Para o etodolac e
indoprofeno, a concentracdo na fase aquosa correspondeu a concentragao total, uma
vez que estes farmacos nao partilham nas condi¢cdes do ensaio (o que foi corroborado
pelos estudos de determinacdo de K, e de desactivacio de fluorescéncia). Quanto ao
antioxidante usado como referéncia, encontra-se descrito na literatura que o trolox
partilha aproximadamente 20% na fase lipidica dos lipossomas [17]. Considerando
este valor de partilha foi, entdo, também possivel calcular a concentragao do trolox na
fase aquosa.

A representacdo grafica da razdo (AUCainerroox-AUCaapn)/AUCaapH VErsus os
valores calculados da concentracdo dos compostos na fase aquosa (Figura 4.20 A)
permitiu verificar que a dispersdo apresentada pelos pontos experimentais foi a
mesma, embora para valores de concentragées inferiores, que a obtida quando se
considerou as concentragdes totais. Para calcular os valores de ICq, consideraram-se
apenas as concentragbes na fase aquosa correspondentes ao intervalo de
concentragdes totais considerado anteriormente para a determinagdo desses mesmos

valores (Figura 4.20 B).
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Figura 4.20 A: Representagdo grafica da razéo (AUCaNerolox-AUC aapH)/AUCanpr  VeErsus
concentragdes dos AINEs e trolox. B: Regress&o linear da relagdo entre a percentagem da
razéo (AUCanemrolox-AUCAapH)/AUCanpH € as concentragdes dos AINEs e trolox. ( ) clonixing;
( ) tenoxicam; (“4) piroxicam; (M) etodolac; (V) indoprofeno; e ( ) trolox. Os valores da razéo
referida foram calculados a partir dos resultados de trés experiéncias realizadas em
quadruplicado (média + desvio padréo).

Pela analise da Tabela 4.2, pode-se verificar que, se se considerar a
concentracdo na fase aquosa dos compostos, a ordem de eficacia obtida (piroxicam >
tenoxicam > etodolac > clonixina > trolox > indoprofeno) é diferente da obtida com as
concentracdes totais e, consequentemente, com a obtida com a sonda fluoresceina na
auséncia de LUVs. No entanto, seria de esperar que a ordem e os valores de Cg,
calculados a partir das rectas de regressdo obtidas na representagdo grafica que
considera as concentragbes na fase aquosa dos compostos, fossem semelhantes aos
obtidos no ensaio efectuado com a sonda fluoresceina na auséncia de LUVs, uma vez
que, deste modo, haveria na solugdo aquosa dos dois ensaios, concentragbes
semelhantes dos varios compostos. De facto, para os AINEs piroxicam e tenoxicam,
esta hipotese confirmou-se. No entanto, para os compostos etodolac, clonixina e trolox
verificou-se que era necessaria uma concentragéo superior para obter o mesmo efeito
obtido no ensaio com a sonda fluoresceina em tampao fosfato. O aumento da
concentracdo observado pode estar relacionado com o facto dos compostos em
questdo poderem estabelecer interacgdes electrostaticas com a superficie membranar,
uma vez que estes AINES e o trolox (pK, igual a 3,89 + 0,03 [17]) estao presentes,
predominantemente, nas suas formas carregadas negativamente, ao valor de pH

usado na realizac@o destes estudos. Deste modo, parte das moléculas de farmaco e

do antioxidante de referéncia, presentes na solugdo aquosa, ndo estardo tao
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disponiveis para proteger a sonda fluoresceina da oxidagdo, pois encontram-se
localizados na proximidade da superficie membranar, tornando necessaria uma
concentracdo superior de composto para se obter o mesmo efeito antioxidante. Por
outro lado, os oxicamos estudados séo ides dipolares estaveis a um valor de pH igual
a 7,4, podendo estabelecer interac¢des intramoleculares (ligagio de hidrogénio entre o
grupo OH endlico e o grupo C=0 da amida [62]), o que justifica a maior hidrofobicidade
observada para estes farmacos (maior valor de K;). Deste modo, a capacidade para
estabelecerem interacgbes electrostaticas com a superficie da membrana ndo deve
ser tao significativa como a observada para os compostos anteriores e dai os valores
de ICq, obtidos, quando se considera apenas as concentragdes na fase aquosa, serem

semelhantes aos obtidos no ensaio com a sonda fluoresceina na auséncia de LUVs.

4.4.3.1.2. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
HDAF

Para a optimizacio deste ensaio, foram testadas diferentes concentra¢des quer
de HDAF, quer de AAPH para uma mesma concentragdo de EPC (igual & do ensaio
com a sonda fluoresceina). Relativamente a sonda HDAF, tendo em conta o que se
encontrava descrito na literatura [44], testaram-se as seguintes concentragdes no meio
reaccional: 1,3 x 10" M, 48 x 10 M, 1,3 x 108 M, 1,3x 10" M e 4,0 x 107 M. Para
cada uma destas concentracbes de HDAF nos lipossomas, foi experimentada uma
gama de concentragdes do gerador de radicais AAPH (0 a 110 mM). Para as duas
menores concentrages de HDAF usadas (1,3 x 107 M e 4,8 x 10" M), além do
decaimento da intensidade de fluorescéncia ndo ser tdo acentuado (mantendo-se
sempre com valores elevados de intensidade de fluorescéncia) como para as mais
concentradas na presenca de uma mesma concentracdo de AAPH, ndo havia uma
separacao nitida do decréscimo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da
concentracdo de AAPH. Com a concentragdo de HDAF igual a 1,3 x 108 M, 1,3 x 107
M e 4,0 x 107 M essas diferencas ja se comecavam a verificar. No entanto, nos
ensaios realizados com as concentragdes de 1,3 x 107 M e 4,0 x 107 M, a descida da
intensidade de fluorescéncia era mais acentuada do que a verificada para a 1,3 x 10°®
M e como ndo havia uma grande diferenga entre as primeiras duas concentragées,

optou-se pela concentragao de 1,3 x 10 M no meio reaccional.
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Uma vez escolhida a concentragdo de HDAF a usar neste estudo, tornou-se
possivel a determinagdo da concentragdo de AAPH mais adequada. Esta
concentracdo de iniciador da peroxidagao lipidica deveria provocar uma diminuigéo da
intensidade de fluorescéncia tanto maior quanto possivel, a qual iria corresponder a
oxidagdo maxima da sonda obtida no ensaio. Assim, realizaram-se ensaios com

concentragdes crescentes de AAPH (0 a 270 mM; Figura 4.21).

Fluorescéncia relativa

0,0 T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Tempo (min)

Figura 4.21: Fluorescéncia relativa observada durante o ensaio de oxidag&o, a 37°C, com
lipossomas unilamelares (LUVs) marcados com a sonda HDAF, na presenga de diferentes
concentragbes de AAPH: (1) 0; (2) 20; (3) 60; (4) 100; (5) 130; (6) 160; (7) 180; (8) 200; (9) 210,
(10) 230; (11) 250; e (12) 270 mM.

Como se pode observar na Figura 4.21, nem mesmo com uma concentragcao
de 270 mM de AAPH, se obtinha uma oxidagdo completa da sonda presente no meio
reaccional, ao fim de 180 min. Assim, tornou-se necessario aumentar o tempo de
reacc¢ao.

Tendo em conta que para uma mesma concentragdo de farmaco, quanto maior
for a concentracdo de AAPH, menor sera a eficacia antioxidante apresentada pelo
composto em estudo (Figura 4.22), e, uma vez que a diferenca observada no
decaimento da intensidade de fluorescéncia provocado pelas concentragdes de 200 e
270 mM de AAPH n&o era muito significativa, optou-se por usar a concentragdo de
200 mM num tempo de reacc¢ao de 360 min.

O aumento significativo da concentracdo de AAPH neste ensaio, relativamente

aos outros ensaios que utilizaram este iniciador, pode ser explicado pelo facto da
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sonda HDAF nao ser tao facilmente oxidada pelos radicais peroxilo, devido a sua

localizagéao e concentragao.
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Figura 4.22: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidacdo de lipossomas
unilamelares (LUVs) marcados com a sonda HDAF, induzida por 200 (1) ou 270 mM (2) de
AAPH, a 37° C, e perante a adicio de diferentes concentracdes de trolox (A; (W) O; () 31; ()
54; (0) 77; e () 107 uM) e tenoxicam (B; (M) O; () 24; (-..) 42; (O) 60; e (k) 84 pM).

Os ensaios controlo efectuados para a sonda, AINEs e antioxidante de
referéncia mostraram que a diminuigdo da intensidade de fluorescéncia da sonda
HDAF incorporada nos LUVs, durante o intervalo de tempo necessario para realizar o
ensaio, nao era significativa quando comparado com o ensaio controlo de oxidagéo,

como é possivel visualizar na Figura 4.23.
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Fluorescéncia relativa
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Figura 4.23: Comparagdo da evolugéo da fluorescéncia relativa da sonda HDAF incorporada
em lipossomas unilamelares (1-7), com ou sem a adigdo de AINEs (indoprofeno e etodolac
numa concentracdo de 293 pM, 363 pM para a clonixina, 147 uM para o tenoxicam e 206 uM
para o piroxicam) ou trolox (183 pM), com a fluorescéncia relativa observada durante a
oxidagao da respectiva sonda induzida pelo AAPH (200 mM; M), ao longo do tempo, a 37°C.

Na Figura 4.24 é possivel observar se os AINEs em estudo ou o trolox
apresentaram ou ndo actividade antioxidante nas condigbes experimentais
estabelecidas, através da comparacdo do decaimento da intensidade de fluorescéncia
da sonda HDAF na presenca de diferentes concentragdes de composto com o obtido
no ensaio controlo de oxidagdo, ou seja, sem a adicdo do composto em estudo ao
meio reaccional. Deste modo, quanto mais retardada for a descida da intensidade de
fluorescéncia, maior sera a eficacia antioxidante do composto em questéao.

Os AINEs estudados apresentaram actividade antioxidante de uma forma
dependente da concentragdo, com excepgdo da clonixina, que demonstrou ter
propriedades pré-oxidantes (Figura 4.24 B), nas condigdes experimentais
estabelecidas para a realizagdo do ensaio. No entanto, a analise das Figuras 4.23 e
4.24 B permite concluir que a actividade pro-oxidante da clonixina surge, apenas, apos

a adicéo do indutor de oxidagéo ao meio reaccional.

251



Actividade antioxidante dos AINES

© ©
2 2
© ©
1 o
R ©
(8] (8]
[ e c
<@ «@
[S] O
(2] (73]
Q o
[o] o
3 2
L L
0,0 T T T T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min) Tempo (min)
c 1,0 k ' D
2 2%
© o
[ ® 06
@ o
0 o
@ @ 0.4
? ?
o L
9 S 02
w TR
0,0 T T T T T T T T v T T | Ovo T T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (min) Tempo (min)
1,04\ E 1,0 F
3
© 081 % © 0,8
2 2
© &
L 06 L 06
B o
Q Q
c cC
‘D 0,41 Q0,4+
[} [7}
o o
§ 0,24 S 021
T8 [T
0,0 T T M T T T 0,0 T T T T T T T l‘
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4.24: Fluorescéncia relativa observada durante a oxidagéo da sonda HDAF, incorporada
em lipossomas unilamelares (LUVs), induzida por AAPH (200 mM), a 37° C, na presenca de
diferentes concentragdes dos AINES indoprofeno (A: (1) 0; (2) 67; (3) 93; (4) 147, (5) 184, e (6)
293 uM), clonixina (B: (1) 0; (2) 67; (3) 117, (4) 167; (5) 233; e (6) 363 uM), tenoxicam (C: (1) 0,
(2) 40; (3) 67; (4) 73; (5) 93; (6) 120; e (7) 147 uM) piroxicam (D: (1) O; (2) 60; (3) 66; (4) 73; (5)
148; (6) 184; 2 (7) 206 uM) e etodolac (E: (1) 0; (2) 67; (3) 73; (4) 120, (5) 147; (6) 184, (7) 200;
(8) 240; e (9) 293 uM) e do antioxidante de referéncia trolox (F: (1) O; (2) 67; (3) 73; (4) 93; (5)
120; (6) 147; e (7) 183 uM).
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A representagdo grafica dos resultados obtidos para cada uma das
concentracbes de composto usadas, apds o calculo da percentagem da razédo
(AUC ANETroiox-AUC aapr)/AUCanpn (Figura 4.25), permitiu a obtengéo dos valores de ICso
(concentragdo de cada composto necessaria para que a razdo referida apresente um
valor de 50%). Os valores deste parametro, presentes na Tabela 4.3, permitiram a
ordenagdo dos compostos estudados em termos de eficacia na prevengdo da
oxidacdo da sonda HDAF do seguinte modo: etodolac > trolox > piroxicam >
tenoxicam > indoprofeno. Estes resultados corroboram os dados obtidos nos ensaios
com a sonda fluoresceina, pois, uma vez mais, demonstram que o0s compostos
considerados apresentam capacidade captadora dos radicais ROO®. Contudo, como
neste estudo a sonda utilizada para avaliar a actividade antioxidante dos AINEs
apresenta a sua parte susceptivel de oxidagao localizada junto a parte hidrofilica dos
fosfolipidos, & de prever que os compostos, que se situem mais préximos da parte
polar da bicamada, apresentem maior actividade antioxidante. De facto, a maior
actividade demonstrada pelo etodolac e trolox pode ser explicada pela razdo
enunciada anteriormente, aquando da explicagdo da ordem de eficacia obtida para o
ensaio realizado com a sonda fluoresceina na presenca de LUVs, considerando
apenas a concentracdo dos compostos na fase aquosa. Assim, a carga negativa
apresentada por estes dois compostos, a um valor de pH igual a 7,4, permitia o
estabelecimento de interacgbes electrostaticas com os grupos polares da membrana
e, consequentemente, uma maior aproximagdo destas moléculas a superficie
membranar. Além do efeito demonstrado pelos AINEs ao nivel da solugcdo aquosa,
poderia-se, também, ter em conta a localizagdo membranar dos AINEs e do trolox
para explicar a eficacia antioxidante obtida. Com efeito, poderia-se supor que os
compostos, que apresentassem uma localizagdo mais superficial no interior da
bicamada, deveriam apresentar maior capacidade em proteger a sonda HDAF da
oxidagéo pelos radicais peroxilo. De facto, os AINEs em estudo, assim como o trolox
[17], apds partilha, localizam-se preferencialmente na proximidade da parte polar da
bicamada, o que também pode ter contribuido para a actividade antioxidante

observada para os diferentes compostos.
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Figura 4.25: Regressdo linear entre a percentagem da razao (AUCanerroiox-AUC aapH)/ AUC aapH
e as concentra¢des usadas de AINEs e trolox. ( ) tenoxicam; (<€) piroxicam; (M) etodolac; (V)
indoprofeno; e (.- ) trolox. Os valores da razao referida foram calculados a partir dos resultados
de trés experiéncias realizadas em duplicado (média + desvio padrao).

Tabela 4.3: Valores de ICsy (+ desvio padrdo), obtidos para o trolox e AINEs estudados nos
ensaios para avaliacdo da actividade antioxidante pela sonda HDAF, a partir da equacdo das
rectas de regressdo da representagdo grafica %(AUCanemroiox-AUCaapH)/AUCpH Versus
concentragao dos respectivos compostos.

c ) HDAF
ompostos

P (ICs0)
Indoprofeno na.*

Clonixina  Pré-oxidante
Etodolac 172 + 18

Piroxicam 296 + 31

Tenoxicam nar*
Trolox 201 + 20
* ndo atinge

4.4.3.1.3. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
DPH-PA

O estudo da peroxidacao lipidica pela sonda DPH-PA complementou, como ja

referido anteriormente, o ensaio descrito por Arora et al para a avaliacdo da actividade
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antioxidante de flavonéides [24]. Estes autores apenas avaliavam o decaimento da
intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA, devido a sua susceptibilidade em ser
oxidada, uma vez que apresenta na sua estrutura quimica ligagées duplas conjugadas
(Figura 4.1 C), com as quais as espécies radicalares podem reagir. Deste modo, a
sonda DPH-PA pode indirectamente reflectir o grau de peroxidagao lipidica.

E bem conhecida, contudo, a existéncia de uma relagdo entre a peroxidagéo
lipidica e a fluidez da membrana. De facto, as espécies reactivas de oxigenio tém a
capacidade de oxidar os fosfolipidos polinsaturados, sendo responsaveis pelas
alteragbes na composigdo e nas propriedades fisicas das membranas, como por
exemplo, modificagdes da fluidez membranar [21, 31, 36, 63-65]. Assim, na avaliagao
da actividade antioxidante dos AINEs pela sonda DPH-PA, procedeu-se igualmente ao
estudo do efeito dos AINEs clonixina, indoprofeno, etodolac, tenoxicam e piroxicam na
fluidez da membrana durante a peroxidacéo lipidica dos lipossomas. Deste modo, a
degradacéo peroxidativa da sonda DPH-PA pode ser observada quer pela diminuigao
da sua intensidade de fluorescéncia, quer pelo aumento da fluidez membranar por
anisotropia de fluorescéncia, uma vez que a oxidagédo diminui a fluidez da membrana
[66, 67]. A Figura 4.26 ilustra a peroxidagdo lipidica em LUVs induzida pelo AAPH, a
37°C, simultaneamente pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda e

pelo aumento da anisotropia, ao longo do tempo.

191 eidofosiuy

Fluorescéncia relativa
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Figura 4.26: Fluorescéncia/anisotropia relativas observadas durante a peroxidagado de
lipossomas unilametares (800 pM) induzida por AAPH (15 mM), a 37°C.
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O ensaio controlo, relativo aos lipossomas contendo a sonda fluorescente
DPH-PA, na auséncia do oxidante e do antioxidante, apresentou valores de
intensidade de fluorescéncia muito estaveis, durante todo o curso do ensaio (mais de
90% apoés 60 min), como € possivel observar na Figura 4.27 A. O mesmo se verificou
para os ensaios controlo efectuados com os antioxidantes de referéncia e os AINEs
em estudo, uma vez que o decréscimo da intensidade de fluorescéncia ndo era
significativo quando comparado com o ensaio controlo de peroxidagao (Figura 4.27 A).
Os ensaios controlo efectuados para as determinagbes de anisotropia de
fluorescéncia, também demonstraram que nio havia um aumento da rigidificacdo da
membrana significativo na auséncia do indutor da peroxidacdo, como é& possivel

verificar na Figura 4.27 B.
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Figura 4.27: Comparagao da fluorescéncia (A) e anisotropia (B) relativas, ao longo do tempo,
da sonda DPH-PA incorporada em LUVs (1-8), na auséncia e na presenga dos AINEs (122 uM
de tenoxicam, 109 uM de piroxicam, 170 uM de etodolac, 144 uM de indoprofeno e 222 uM de
clonixina) ou dos antioxidantes de referéncia (20 uM de trolox e 16 uM de vitamina E), com a
fluorescéncia/anisotropia relativa observada durante a oxidagao da respectiva sonda induzida
pelo AAPH (15 mM; W), a 37°C.

A comparacao do decréscimo da intensidade de fluorescéncia ou o aumento da
anisotropia (rigidificacdo da membrana), na presen¢a de diferentes concentragdes de
composto relativamente ao controlo de peroxidacao, permitiu verificar se os AINEs em
estudo e os antioxidantes de referéncia utilizados apresentavam ou n&o actividade

antioxidante nas condigbes experimentais estabelecidas (Figuras 4.28, 4.29, 4.30 e

4.31).
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Figura 4.28: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo de lipossomas
unilamelares, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH (15 mM) a 37°C e
perante a adigio de diferentes concentragdes dos AINEs indoprofeno (A: (1) 0; (2) 36, (3) 72; e
(4) 144 pM), clonixina (B: (1) 0; (2) 56; (3) 111; e (4) 222 uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 30; (3)
61; e (4) 122 uM) piroxicam (D: (1) 0; (2) 20; (3) 34; (4) 54, e (5) 109 uM) e etodolac (E: (1) O,
(2) 13; (3) 42; (4) 85; e (5) 170 uM).
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Figura 4.29: Anisotropia relativa observada durante a peroxidagéo de lipossomas unilamelares,
com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH (15 mM) a 37°C e perante a adigao de
diferentes concentragbes dos AINEs indoprofeno (A: (1) 0; (2) 36; (3) 72; e (4) 144 M),
clonixina (B: (1) 0; (2) 56; (3) 111; e (4) 222 uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 30; (3) 61; e (4) 122
uM) piroxicam (D: (1) 0; (2) 20; (3) 34, (4) 54; e (5) 109 uM) e etodolac (E: (1) 0; (2) 13; (3) 42,
(4) 85; e (5) 170 uM).
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Figura 4.30: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo de lipossomas
unilamelares, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH (15 mM) a 37°C e
perante a adicio de diferentes concentragdes dos antioxidantes de referéncia trolox (A: (1) 0;
(2) 3; (3) 5; (4) 11; (5) 13; e (6) 15 uM) e vitamina E (B: (1) 0; (2) 1,5; (3) 4, (4) 8, (5) 11; e (6)
16 uM).
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Figura 4.31: Anisotropia relativa observada durante a peroxidagéo de lipossomas unilamelares,
com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH (15 mM) a 37°C e perante a adigéo de
diferentes concentragdes dos antioxidantes de referéncia trolox (A: (1) 0; (2) 2; (3) 9; (4) 18 uM)
e vitamina E (G: (1) 0; (2) 1,5; (3) 4, (4) 8 pM).

Nas Figuras 4.28 e 4.29 é possivel observar que os anti-inflamatérios clonixina

e indoprofeno foram os menos eficazes na inibicdo da peroxidagao lipidica, quer pelas
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determinagées da intensidade de fluorescéncia, quer pelas determinagbes de
anisotropia, independentemente das concentragbes utilizadas, uma vez que, para
todas as concentragdes ensaiadas, o perfil obtido da diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia/aumento de anisotropia foi semelhante ao obtido para o controlo da
peroxidacdo. Os restantes AINEs, assim como os antioxidantes de referéncia
utilizados (Figuras 4.30 e 4.31), mostraram ser capazes de proteger a sonda da
oxidacao pelos radicais peroxilo, de um modo dependente da concentragéo, pelas
determinagbes da intensidade de fluorescéncia e de anisotropia. Nas Figura 4.28 a
4.31 é ainda possivel observar que os AINEs nao inibem a peroxidagao lipidica com o
mesmo perfil do trolox ou da vitamina E, uma vez que, estes ultimos, retardaram o
decaimento da intensidade de fluorescéncia ou a subida dos valores de anisotropia,
mas, ultrapassado um determinado periodo de tempo, atingiu-se quer o minimo da
intensidade de fluorescéncia, quer o maximo de rigidificacdo obtido no ensaio controlo
de peroxidacéo. Pelo contrario, os AINEs alteraram a cinética da peroxidagéo, que nao
se deu até aos valores maximos de anisotropia nem a perda total da intensidade de
fluorescéncia obtidos nos ensaios apenas com o iniciador da peroxidagdo, mas houve
uma estabilizacdo desse efeito mais cedo do que o que ocorreu no ensaio controlo de
peroxidacdo. Adicionalmente, pela observagdo das mesmas Figuras, pode-se verificar
gue o AINE que se mostrou mais eficaz na inibicdo da peroxidagéo lipidica foi o
etodolac, quer pelas determina¢bées de anisotropia, quer pelas determinagbes de
fluorescéncia. Contudo, para melhor avaliar as diferencas de eficacia dos compostos
estudados na inibicdo da peroxidagao lipidica, determinaram-se os valores de ICsp
respectivos a cada um dos AINEs estudados e dos antioxidantes de referéncia, a partir
das rectas de regressdo obtidas nas representacfes graficas da percentagem da
razao (AUCaine/antioxidante de referencia~AUC aapn)/AUCanpH versus concentragcdo de composto
usada nos estudos de fluorescéncia e anisotropia (Figura 4.32). Os valores de ICs

calculados estao apresentados na Tabela 4.4.
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Figura 4.32: Regressao linear entre a percentagem da razao
(AUCANE/Troloxvitamina E-AUCAapH)/AUCmpy € as concentragbes usadas de AINEs, trolox e
vitamina E, obtidas no estudo de decaimento da intensidade de fluorescéncia (A) e aumento da
anisotropia (B). ( ) tenoxicam; () piroxicam; (M) etodolac; ( ) trolox; e (#) vitamina E. Os
valores da razdo referida foram calculados a partir dos resultados de trés experiéncias (média +
desvio padréo).

Tabela 4.4: Valores de ICs, (+ desvio padrdo), dos AINEs estudados, do trolox e da vitamina E,
obtidos em trés ensaios independentes de fluorescéncia e anisotropia, para avaliagdo da
actividade antioxidante pela sonda DPH-PA, a partir da equagao das rectas de regressao das
representacdes graficas %(AUCanemroloxvitamina -AUCaapH)/AUCanpH Versus concentragéo dos
respectivos compostos.

DPH-PA (ICs)

Compostos
Fluorescéncia Anisotropia

* *

Indoprofeno

Clonixina

Etodolac ~ 57,0+21  735+81

Piroxicam n.a** n.a**

ek

Tenoxicam na** n.a.

Trolox 41+0,5 12,9+ 1,5

VitaminaE 0,4+ 0,1 4,4+ 0,1

*sem actividade
** ndo atinge
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Pela analise da Tabela 4.4 e da Figura 4.32, & possivel verificar que a ordem
de eficacia obtida para os compostos em estudo, nos estudos de fluorescéncia e de
anisotropia, € a seguinte: vitamina E > trolox > etodolac > piroxicam = tenoxicam. A
vitamina E foi, de facto, mais eficaz na prevengado da peroxidagéo lipidica que o seu
analogo hidrossoluvel, ja que o trolox necessitou de uma concentragdo
aproximadamente 10 vezes superior a da vitamina E para apresentar a mesma
eficacia antioxidante. Relativamente aos AINEs estudados, verificou-se que, apesar
dos oxicamos apresentarem um coeficiente de particdo mais elevado, néao
apresentaram uma maior eficacia antioxidante. De facto, poder-se-ia supor que quanto
maior fosse o coeficiente de particdo de um composto, maior seria a sua concentracao
no interior da membrana e, consequentemente, maior seria a sua actividade
antioxidante, uma vez que se encontrariam localizados na proximidade das moléculas
alvo. No entanto, como & possivel verificar na Tabela 4.4, os oxicamos mostraram-se
menos eficazes que o etodolac na prevengao da peroxidagao lipidica. A maior eficacia
antioxidante apresentada pelo etodolac pode estar relacionada com o facto deste se
poder encontrar localizado na proximidade da superficie polar membranar, pelo
estabelecimento de interacgbes electrostaticas, ou livre na fase aquosa, e, deste
modo, capturar os radicais peroxilo derivados do inicador AAPH a esses niveis,
impedindo-os de penetrar para o interior da bicamada e iniciar a peroxidagao lipidica.
Estes resultados também estdo de acordo com os obtidos nos estudos anteriores, em
que o etodolac se revelava o mais eficaz na captura dos radicais peroxilo gerados na

fase aquosa.

4.4.3.2. Radicais ROO°’ gerados na fase lipidica

O objectivo deste estudo foi avaliar a actividade antioxidante dos AINEs, na
peroxidacgao lipidica, quando os radicais peroxilo eram gerados por decomposi¢ao
térmica do composto AMVN, no interior da bicamada lipidica. A proporgdo de oxidagao
foi medida quantitativamente pela diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de
sondas fluorescentes, na auséncia e na presenca dos diferentes compostos em

estudo.
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4.4.3.2.1. Avaliacido da actividade antioxidante dos AINEs usando a sonda
DPH-PA

A monitoriza¢ao da intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA [24, 68] foi
utilizada para estudar os efeitos dos AINEs na peroxidagao lipidica induzida pelo
AMVN.

Para que fosse possivel a realizagdo deste estudo em condi¢cdes optimizadas
foi necessario determinar a concentragdo de AMVN mais adequada, o efeito da
temperatura e a reprodutibilidade dos ensaios. Assim, foram testadas diferentes
concentragcdes de AMVN (300, 500, 1000 e 1500 uM) para uma mesma concentragao
de EPC (correspondente a utilizada nos estudos com o AAPH), a diferentes valores de
temperatura (37, 40 e 45°C), uma vez que este parametro influencia a velocidade de
decomposicdo do composto azo [23]. Na Figura 4.33 é possivel observar o
decaimento da intensidade de fluorescéncia obtido para diferentes concentragdes de
AMVN a uma determinada temperatura, e a Figura 4.34 apresenta um exemplo do
efeito provocado pela temperatura no decréscimo da intensidade de fluorescéncia para

uma mesma concentragao de AMVN.
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Figura 4.33: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo de lipossomas
unilamelares (800 uM) induzida por diferentes concentragdes de AMVN: (1) 300; (2) 500; e (3)
1500 uM, a 45°C.
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Figura 4.34: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo de lipossomas
unilamelares (800 pM) induzida por AMVN a diferentes valores de temperatura: () 37; (©) 40;
e () 45 °C, para uma mesma concentragdo de AMVN (1000 uM).

A concentracdo de AMVN e a temperatura escolhidas, para a realizagdo dos
estudos de avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs, foi de 300 uM a 45°C.
Estes dois parametros permitiram obter uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia mensuravel, juntamente com o facto da actividade antioxidante dos
farmacos poder ser mais facilmente visualizada com a concentragdo de AMVN
utilizada, do que com concentragdes superiores.

Apos a seleccao dos valores para os parametros descritos, houve necessidade
de verificar se o ensaio era reprodutivel, ou seja, se diferentes aliquotas de LUVs,
incluindo a sonda DPH-PA e o AMVN, originavam iguais decaimentos da intensidade
de fluorescéncia da sonda DPH-PA. Apesar deste procedimento ja ter sido
anteriormente executado para todas as concentragbes de AMVN testadas, houve
necessidade de, mais uma vez, verificar a reprodutibilidade num intervalo de tempo
superior. Na Figura 4.35 é possivel observar o decaimento da intensidade de
fluorescéncia obtido para varias aliquotas de uma mesma suspenséo lipidica retiradas
a diferentes intervalos de tempo (2 ou mais horas).

Além da reprodutibilidade obtida a partir de uma mesma suspensao lipidica
(Figura 4.35), houve também necessidade de analisar se essa propriedade era
extensivel as aliquotas retiradas de diferentes suspensdes lipidicas (Figura 4.36).
Como pode ser observado na Figura 4.36, a diferenga no decréscimo da intensidade
de fluorescéncia entre aliquotas retiradas de suspensdes lipidicas distintas ndo era

significativa. Portanto, estavam reunidas as condi¢cdes experimentais necessarias para
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a realizacdo do estudo da actividade antioxidante dos AINEs, usando a sonda
DPH-PA, na peroxidacéo lipidica induzida pelos radicais peroxilo gerados no interior

da bicamada lipidica.
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Figura 4.35: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagéo de diferentes aliquotas de
LUVs (800 uM) com o indutor AMVN (300 pM) incorporado, retiradas de uma mesma
suspensao lipidica, a 45°C.
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Figura 4.36: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo de aliquotas de

lipossomas unilamelares (800 uM) retiradas de diferentes suspensdes lipidica, induzida por
AMVN (300 uM), a 45°C.
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Nestes estudos, ao contrario dos realizados com o AAPH, foi possivel a
determinacgdo da actividade antioxidante do AINE diclofenac face aos radicais peroxilo,
pois ndo ocorria a formagéo de um precipitado apés a adigdo do farmaco ao meio
reaccional. Contudo, para garantir que essa precipitacéo nao ocorria, preparou-se uma
solugdo concentrada de diclofenac em etanol que foi adicionada a uma solugéo
também concentrada de AMVN. Uma vez que nido se observou a formacdo de um
precipitado, aquando da jungdo dos dois reagentes, este procedimento permitiu
assegurar que era possivel a avaliagdo da actividade antioxidante do diclofenac na
peroxidacgao lipidica induzida pelo AMVN.

Os ensaios controlo efectuados neste estudo para a sonda, AINEs e
antioxidantes de referéncia foram em tudo semelhantes aos ensaios controlo
efectuados com a sonda DPH-PA nos estudos com o iniciador hidrossoluvel AAPH,
excepto a temperatura do ensaio. Assim, para garantir que este pequeno aumento de
temperatura (37 para 45°C) ndo afectava a intensidade de fluorescéncia da sonda
utilizada, durante o periodo de tempo necessario a realizagdo do ensaio, houve
necessidade de os repetir. Os resultados obtidos mostraram que neste ensaio, assim
como no estudo com o AAPH, os valores da intensidade de fluorescéncia eram muito
estaveis durante todo o decurso do ensaio, enquanto que no ensaio controlo de
peroxidagao ocorria uma diminuigcao significativa da intensidade de fluorescéncia.

Nas Figuras 4.37 e 4.38 é possivel observar as representacbes graficas da
fluorescéncia relativa da sonda DPH-PA em funcéo do tempo, obtidas na presenca de
concentracbes crescentes de composto e do iniciador da peroxidag¢ao lipidica AMVN.
Deste modo, pela andlise das Figuras 4.37 e 4.38, pode-se verificar se o0s
antioxidantes de referéncia ou os AINEs em estudo apresentaram ou ndo actividade
antioxidante nas condi¢gbes experimentais estabelecidas, através da comparagio do
decaimento da intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA na presenca de
diferentes concentragbes de composto, com o obtido no controlo de peroxidagéo, ou

seja, sem a adicao do composto em estudo ao meio reaccional.
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Figura 4.37: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo lipidica, induzida pelo
AMVN (300 uM) incorporado em lipossomas unilamelares, a 45°C, na presencga de diferentes
concentragdes dos AINEs indoprofeno (A: (1) 0; (2) 178; e (3) 356 uM), clonixina (B: (1) 0; (2)
56; (3) 111; (4) 222; e (5) 444 uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 56; (3) 111; (4) 161; e (5) 222 uM)
piroxicam (D: (1) 0; (2) 55; (3) 111; (4) 158; e (5) 210 uM), etodolac (E: (1) 0; (2) 111; (3) 160;
(4) 254; e (5) 356 uM) e diclofenac (F: (1) 0; (2) 222; (3) 306; (4) 361, e (5) 444 uM).
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Figura 4.38: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidag&o lipidica, induzida pelo
AMVN (300 uM) incorporado em lipossomas unilamelares, a 45°C, na presenga de diferentes
concentragdes dos antioxidantes de referéncia trolox (A: (1) 0; (2) 56; (3) 111; (4) 222; e (5) 444
uM), vitamina E (B: (1) 0; (2) 174, (3) 333; e (4) 444 u\M) e galhato de laurilo (C: (1) 0; (2) O
(etanol 1,1%); (3) 14; (4) 28; (5) 56; (6) 84; e (7) 112 uM).

As Figuras 4.37 e 4.38 permitem verificar que os AINEs em estudo, com
excepcao do indoprofeno, assim como os antioxidantes de referéncia utilizados,
mostraram ser capazes de proteger a sonda DPH-PA da oxidagdo pelos radicais
peroxilo gerados no interior da fase lipidica, de um modo dependente da
concentragdo. Adicionalmente, é possivel observar que alguns compostos apenas se
mostraram eficazes na inibicao da peroxidacao lipidica acima de um determinado valor
de concentracdo. Por exemplo, nas concentragdes ensaiadas, o AINE etodolac s6
apresentou alguma actividade antioxidante para valores de concentragdo iguais ou
superiores a 160 uM, enquanto que para a vitamina E e para o diclofenac foram
necessarias concentragdes iguais ou superiores a 222 uM para se verificar protecgéo

da sonda DPH-PA relativamente aos radicais peroxilo gerados pelo AMVN.
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E ainda possivel observar, nos exemplos mostrados nas Figura 4.37 e 4.38,
que a inibicdo da peroxidacgao lipidica pelos AINEs e pelos antioxidantes de referéncia
pode ser visualizada pela estabilizagdo da intensidade de fluorescéncia a valores
superiores aos obtidos no ensaio controlo de peroxidacéo. Este perfil tambem ja se
tinha verificado para os anti-inflamatorios no estudo da avaliagdo da peroxidagao
lipidica pela sonda DPH-PA na presenca do indutor AAPH.

Apesar da observagio das Figuras 4.37 e 4.38 permitir comparar a actividade
antioxidante obtida para cada composto, para melhor se avaliar as diferengas de
eficacia dos mesmos na inibicdo da peroxidagéo lipidica pelos radicais peroxilo,
determinaram-se os valores de ICs (concentracéo de cada composto requerida para
que a razdo referida apresente um valor de 5%), a partir das rectas de regresséo
obtidas na representacao grafica da percentagem da razao
(AUC ang/Antioxidante de referencia-AUCamvn)/AUC vy versus  concentragdo de composto

(Figura 4.39). Os valores de ICs, assim calculados, estdo presentes na Tabela 4.5.
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Figura 4.39: Regressdo linear entre a percentagem da raz&o (AUCang/antioxidante de referéncia™
AUCauw)/AUCauvn € as concentragdes usadas de AINEs, trolox, vitamina E e galhato de
laurilo. () clonixina; ( ) tenoxicam; () piroxicam; (M)etodolac; (*) diclofenac; ( ) trolox;
(#) vitamina E; e ('¥) galhato de laurilo. Os valores da razéo referida foram calculados a partir
dos resultados de trés experiéncias (média + desvio padrao).
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Tabela 4.5: Valores de IC5 (+ desvio padrao), do trolox, da vitamina E, do galhato de laurilo e
dos AINEs estudados, obtidos nos ensaios de fluorescéncia para avaliacdo da actividade
antioxidante, pela sonda DPH-PA, a partir da equacdo das rectas de regressdo das
representagbes graficas %(AUCaneantioxidante de referencia-AUCamun)/AUCamyn versus concentragao

dos respectivos compostos.

Compostos DPH-PA
(ICs)
Diclofenac n.a.”
Indoprofeno i
Clonixina 370,6 + 5,3
Etodolac n.a.*
Piroxicam 189,1+ 7,0
Tenoxicam 89,5+ 16
Trolox n.a.x
Vitamina E 2716+ 59

Galhato de Laurilo 50+0,8

* hdo atinge
**sem actividade

Pela andlise da Figura 4.39 e da Tabela 4.5, é possivel ordenar os compostos,
em termos de eficacia, do seguinte modo: galhato de laurilo > tenoxicam > piroxicam >
vitamina E > clonixina > trolox > etodolac > diclofenac. Contudo, se além da Figura
4.39 e da Tabela 4.5 se tiver em conta os valores de concentragio a partir dos quais
se comegou a observar actividade antioxidante, a ordem de eficacia obtida para os
compostos, para um determinado valor de concentragao inferior ao necessario para se
observar inibigdo da peroxidacao lipidica, passa a ser a seguinte: galhato de laurilo >
tenoxicam > piroxicam > clonixina > trolox > etodolac > vitamina E > diclofenac. De
facto, apesar da vitamina E, por exemplo, apresentar um valor de ICs inferior ao da
clonixina, este antioxidante de referéncia sé apresenta actividade antioxidante quando
presente numa concentragao igual ou superior a 222 M, que corresponde ao dobro
da concentracdo necessaria de clonixina para se observar inibicdo da peroxidagao
lipidica.

Os resultados obtidos podem ser explicados pela estrutura quimica do
antioxidante associada a sua capacidade para interactuar e penetrar na bicamada

lipidica. De facto, como ja foi mencionado, o conhecimento da localizagdo dos
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farmacos na membrana, assim como a sua capacidade de perturbar a fluidez da
mesma, parecem ser factores importantes para a eficacia antioxidante apresentada
pelos diferentes compostos. Deste modo, a capacidade de captura dos radicais por um
determinado composto depende da sua estrutura quimica, mas pode tambem ser
promovida pela sua concentragio na vizinhanga do lipido susceptivel de oxidagao e
pela sua eficiéncia em aumentar a fluidez da membrana (opde-se a rigidez resultante
das membranas peroxidadas).

O galhato de laurilo foi utilizado como um composto de referéncia, uma vez que
a actividade antioxidante e o mecanismo de acgao dos compostos fendlicos face aos
radicais peroxilo sdo bem conhecidos [18, 24, 30, 31]. Adicionalmente, a escolha deste
composto fendlico em particular esteve relacionada com a sua lipossolubilidade, uma
vez que os radicais peroxilo eram gerados no interior da bicamada lipidica. A utilizacao
do galhato de laurilo foi necessaria, pois os antioxidantes de referéncia usualmente
usados (trolox e vitamina E) n3o se mostraram muito eficazes na inibicdo da
peroxidagao lipidica quando usados em baixas concentragGes.

A menor actividade antioxidante obtida para os antioxidantes de referéncia,
trolox e vitamina E, face aos radicais peroxilo gerados no interior da bicamada lipidica,
quando comparada com a eficacia antioxidante para os mesmos radicais, mas
gerados na fase aquosa, pode ser explicada, fundamentalmente, a partir da posicéao e
orientacdo destes compostos relativamente @ membrana lipidica. O antioxidante
hidrossoluvel trolox, como ja anteriormente referido, deve exercer a sua actividade
antioxidante perto ou na regido superficial da membrana. Este postulado tem como
base os resultados obtidos, assim como certas observagdes experimentais descritas
na literatura [17]. Por exemplo, é sabido que os radicais peroxilo sdo altamente
polarizados [17, 69, 70] e, como consequéncia, € de esperar que tais radicais
formados inicialmente na regido hidrofébica das membranas se difundam rapidamente
para a regido polar, proxima da fase aquosa, onde um antioxidante hidrossoluvel os
possa inactivar. Adicionalmente, outros estudos demonstraram que o trolox
encontra-se sobretudo na fase aquosa e numa percentagem consideravelmente menor
na fase lipidica de um sistema membranar fosfolipidico (aproximadamente 20% de
particdo) [17]. Esta observagdo, assim como a anterior, sdo compativeis com o
mecanismo de “difusdo para captura” (“diffusion-trapping mechanism”), de acordo com
o qual, a captura dos radicais peroxilo ocorre na ou proxima da regido polar. Assim, os
aspectos referidos sustentam o facto de que a ac¢do antioxidante se devera exercer

num local préximo da superficie polar, ilustrado esquematicamente na Figura 4.40.
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Figura 4.40: Representacdo esquematica da difusdo de um radical peroxilo, do interior da fase
lipidica para a regido polar da membrana e a sua captura pelo antioxidante hidrossoitvel trolox
(adaptada de [17]). A parte polar da membrana é dipolar e o trolox apresenta carga negativa
nas condigdes do ensaio.

O esquema presente na Figura 4.40 mostra a difusdo dos radicais peroxilo para
a regido polar da membrana e a sua captura pelo trolox, o qual pode difundir na
bicamada o suficiente para entrar em contacto com esses radicais [17]. Contudo, como
a partilha do trolox na fase lipidica ndo ocorre em grande extensao, encontrando-se,
assim, maioritariamente na fase aquosa, tornam-se compreensiveis 0s resultados
obtidos para este composto. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos para
outros antioxidantes hidrossoluveis, como a vitamina C [71], a cisteina [72] e a
glutationa [73], os quais também ndo se apresentam como antioxidantes eficazes
quando a reacgao de oxidagao é iniciada na fase lipidica das bicamadas.

A menor eficacia da vitamina E face aos radicais peroxilo gerados no interior da
membrana pode também ser explicada pela sua localizagido e orientagéo no interior
dos lipossomas, €, adicionalmente, pela estabilizagdo da membrana que esta vitamina
origina. Esta vitamina lipossoluvel (a vitamina E é classificada como uma vitamina
lipossoluvel, mas, devido a presenga de um grupo hidroxilo ligado a estrutura em anel
apresenta um caracter fracamente anfipatico) € formada por um grupo cromanol, que
constitui a parte polar e por uma cadeia fitol. A parte cromanol do o-tocoferol esta
orientada em direcgéo a interface lipido-agua da bicamada fosfolipidica, mas ndo se

estende para dentro dessa interface, enquanto que a cadeia hidrofébica se encontra
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localizada paralelamente as cadeias hidrocarbonadas dos fosfolipidos [40, 74, 75]

T

Figura 4.41: Representacdo esquematica da localizagdo da vitamina E no interior da

membrana. (O—— e @—— representam as moléculas de fosfatidilcolina e vitamina E,
respectivamente.

A parte polar da vitamina E é a responsavel pela captura dos radicais livres,
enquanto que a cadeia hidrofébica ancora firmemente a molécula no interior da
bicamada fosfolipidica [40, 74, 75]. Neste contexto, os radicais livres gerados pelo
AMVN, no meio lipidico, estardo em contacto com a cadeia fitol e, consequentemente,
mais afastados do grupo cromanol, o qual &€ essencial para o processo de captura
(pelo contrario o grupo cromanol na superficie sera 6ptimo para a protecgdo da
peroxidacdo lipidica provocada pelos radicais gerados na fase aquosa, como se
verificou nos estudos efectuados com o AAPH). Por outro lado, a capacidade da
vitamina E em estabilizar a membrana, pela formagdo de complexos com produtos
membranares resultantes da hidrolise lipidica, como acidos gordos livres [74, 75], pode
também contribuir para a sua menor actividade antioxidante quando os radicais
peroxilo sdo gerados pelo AMVN. Com efeito, a diminuigdo da fluidez membranar vai
dificultar a difusdo dos radicais peroxilo em direc¢éo a parte polar da membrana, o que
dificulta o contacto entre a parte da vitamina E responsavel pela captura dos radicais
com os radicais ROO".

Relativamente aos AINEs estudados, enquanto que o indoprofeno ndo mostrou
capacidade antioxidante, fundamentalmente justificada pela incapacidade deste AINE
partilhar com a membrana (corroborado pelos estudos de determinagéo do valor de K,
e de localizagédo), todos os outros farmacos mostraram actividade antioxidante em
maior ou menor extensao. Destes, o diclofenac foi o que se revelou menos eficaz na
inibicdo da propagacao da peroxidagao lipidica. Esta menor eficacia, relativamente aos
outros AINEs, pode ser explicada pelas alteragbes provocadas pelo diclofenac na

fluidez membranar. De facto, o AINE referido provoca um enrijecimento da membrana,
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enquanto os restantes a fluidificam [76, 77]. Esta diminuicdo da fluidez membranar
adicionada a resultante da peroxidacao lipidica, como ja referido para a vitamina E, faz
com que a interacgdo das moléculas do farmaco com os radicais lipidicos ndo seja téo
eficiente. Com efeito, varios autores demonstraram que os compostos interactuam
mais eficientemente com os radicais lipidicos quando a membrana se encontra num
estado mais fluido [18, 30, 31].

A auséncia de actividade antioxidante do etodolac, para as concentragdes
testadas inferiores a 160 uM, pode ser justificada pela inexisténcia de farmaco na
proximidade das moléculas de lipido susceptivel a oxidagdo, uma vez que nao
partilharia nessas condigbes (o que é corroborado pelos estudos de determinagéo do
valor de K, e de localizacéo). Deste modo, valores de concentragao iguais ou
superiores ao apresentado, mostraram alguma capacidade em diminuir o decaimento
da intensidade de fluorescéncia, devido a presenga de moléculas de farmaco no
interior da membrana lipidica, as quais também apresentam capacidade de fluidificar a
membrana.

A diferenca de eficacia observada entre os oxicamos e a clonixina pode ser
justificada pela menor concentragédo deste ultimo AINE na proximidade dos lipidos
susceptiveis de oxidagdo associado ao menor efeito fluidificante da membrana,
comparativamente ao tenoxicam e piroxicam (0os oxicamos necessitam de
concentracdes inferiores para provocar a mesma percentagem de fluidificagdo e
possuem valores de coeficiente de particdo aproximadamente quatro vezes superior
ao da clonixina, como se encontra descrito no capitulo 3), além da estrutura quimica,
uma vez que a presenga dos grupos captadores de electrées -COOH e -Cli
directamente ligados aos anéis aromaticos da clonixina pode, adicionalmente, explicar
a menor actividade antioxidante obtida.

Dos oxicamos estudados, o tenoxicam foi o que se mostrou mais eficaz na
inibicdo da propagacao da peroxidagao lipidica. De facto, como é possivel verificar no
capitulo 3, foi dos AINEs estudados o que modificava em maior extenséo a fluidez
membranar, a qual constitui, como ja mencionado, um importante factor para a
actividade antioxidante demonstrada pelos compostos em geral. Assim, poder-se-a
referir que de facto deve existir uma relacdo entre a actividade antioxidante e os

efeitos de determinado composto na microviscosidade interna das membranas.
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4.4.3.2.2. Avaliacdo da actividade antioxidante dos AINEs usando as sondas

fluoresceina e HDAF

Os radicais peroxilo, gerados por diferentes concentragées de AMVN no interior
da membrana lipidica, ndo se mostraram capazes de oxidar as sondas fluoresceina e
HDAF, uma vez que os valores de intensidade de fluorescéncia obtidos foram muito
constantes em todo o decurso do ensaio (Figuras 4.42 e 4.43). Com efeito, como é
possivel observar nas Figura 4.42 e 4.43, o perfil obtido na presenca de concentrages
crescentes de AMVN é semelhante ao obtido para o controlo.

A constancia observada para a intensidade de fluorescéncia deve estar
relacionada, provavelmente, com a localizagéo dos grupos susceptiveis de oxidagao
das sondas fluorescentes utilizadas relativamente a membrana (ao nivel da superficie
polar dos lipossomas para a sonda HDAF e na fase aquosa para a sonda
fluoresceina). Assim, ndo foi possivel a avaliagdo da actividade antioxidante dos

farmacos em estudo ao nivel da superficie polar das membranas e na fase aquosa,
respectivamente, pelas sondas HDAF e fluoresceina, quando os radicais ROOQO* eram

gerados na fase lipidica por decomposi¢éo térmica do AMVN.
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Figura 4.42: Comparagao da fluorescéncia relativa observada durante o ensaio de oxidagao da
sonda fluoresceina pelo iniciador AMVN ((1) 500 e (2) 1500 pM) incorporado em lipossomas
unilamelares de EPC, com a fluorescéncia relativa obtida no ensaio controlo para a sonda
fluoresceina (3), a 45°C.
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Figura 4.43: Fluorescéncia relativa observada durante o ensaio de oxidagdo induzida pelo
AMVN ((') 500 e (M) 1500 uM) incorporado em lipossomas unilamelares de EPC “marcados”
com a sonda HDAF, a 45°C.

4.4.4. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais

HO’

Os ensaios controlo para a sonda DPH-PA, AINEs e trolox foram em tudo
semelhantes aos ensaios controlo efectuados com a sonda DPH-PA nos estudos com
o iniciador hidrossolivel AAPH. Assim, também nesta metodologia ndo se observou
um decréscimo da intensidade de fluorescéncia significativo, quando comparado com
o obtido no ensaio controlo de peroxidacéo (na auséncia de farmaco e na presenga do
sistema indutor Fe?*/H,0,).

A presenga simultanea dos AINEs ou do trolox e do sistema Fe?*/H,O,, no meio
reaccional, permitiu verificar se os compostos em estudo apresentaram ou nao
actividade antioxidante, nas condigdes experimentais estabelecidas. Com efeito,
através da comparagdo do decaimento da intensidade de fluorescéncia da sonda
DPH-PA na presenca de diferentes concentragdes de farmaco ou trolox com o obtido
no controlo de peroxidagcéo, ou seja, sem a adicdo do composto em estudo ao meio
reaccional, & possivel verificar a eficacia antioxidante dos compostos. As Figuras 4.44
e 4.45 apresentam o comportamento obtido para os AINEs e para o antioxidante de
referéncia em estudo durante a peroxidagdo de lipossomas unilamelares, induzida

pelos radicais hidroxilo gerados pelo sistema FeZ/H,0.,.
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Figura 4.44. Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo de lipossomas
unilamelares, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelos radicais HO® gerados pelo
sistema oxidativo Fe?*/H,0, (0,4/4 mM), a 37° C, na presenca de diferentes concentragdes dos
AINEs indoprofeno (A: (1) 0; (2) 95; e (3) 189uM), clonixina (B: (1) 0; (2) 56; (3) 111, e (4) 222
uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 28; (3) 57; e (4) 114 uM) piroxicam (D: (1) 0; (2) 12; (3) 25, (4) 30,
e (5) 99 uM), etodolac (E: (1) 0; (2) 56; (3) 111; e (4) 222 uM) e diclofenac (F: (1) 0, (2) 56; (3)
111; e (4) 222 uM).
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Figura 4.45. Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagao de lipossomas
unilamelares, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo sistema oxidativo Fe?'/H,0,

(0,4/4 mM), a 37° C, na presenga de diferentes concentragdes do antioxidante de referéncia,
trolox ((1) 0; (2) 4,5; (3) 9; e (4) 18 uM).

E possivel observar, nas Figuras 4.44 e 4.45, que os AINEs estudados, com
excepcao do indoprofeno, assim como o trolox apresentaram actividade antioxidante
dependente da concentragdo, visivel pelo retardar do decaimento da intensidade de
fluorescéncia, com a formacdo de um patamar, comparativamente ao ensaio controlo
de peroxidacdo. Adicionalmente, também se pode verificar que apds se ter atingido o
valor minimo da intensidade de fluorescéncia houve um aumento dessa. No entanto,
para o calculo da area sob a curva, apenas se considerou o perfil obtido
correspondente ao decaimento maximo da intensidade de fluorescéncia.

Tendo em conta que a area sob a curva, para um determinado ensaio
experimental, era calculada para todas as amostras considerando o mesmo tempo de
reacgdo, apenas se considerou, neste estudo, o tempo necessario para o controlo de
peroxidagao atingir o valor minimo de fluorescéncia. Contudo, este procedimento ndo
era viavel para os compostos que apresentassem um patamar de inibicdo de
peroxidacdo superior ao tempo necessario para se atingir o decaimento maximo da
intensidade de fluorescéncia no controlo de peroxidacéo, pois obtinham-se valores de
AUC muito semelhantes para as diferentes concentragdes. Por este motivo, e uma vez
gue nao se obteve um erro consideravel entre linearizar as curvas obtidas apés se
atingir o valor minimo da intensidade de fluorescéncia (calculo 1), com o de se
considerar apenas o tempo necessario para o controlo de peroxidacdo atingir esse
valor (calculo 2), utilizaram-se estes dois processos para determinar o valor de AUC. A

Tabela 46 apresenta um exemplo dos valores da razdo (AUCcionixina
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obtidos para a clonixina e calculados pelas duas maneiras

AUC YAUC

2 2
Fe“' H,0, Fe**H,0,

descritas.

Tabela 4.6; Valores da raz&o (AUCC.C,,“,(",&,-AUCFebH o YAUC

calculos 1 e 2, e obtidos num ensaio de fluorescéncia, através da monitorizagéo da oxidagao
da sonda DPH-PA pelo radical HO®, na presenga de diferentes concentragdes de clonixina.

determinados através dos

2
Fe“' H,0

(AUCconixina-AUG . ,  JAUC

*H,0, Fe’'H,0,
Calculo 1 Calculo 2
0,02488 0,02443
0,11546 0,11823
0,17719 0,17544

A representacgdo grafica da razéo (AUCaineoiox-AUC Fe?' 1.0 YAUC Fe? 1.0, OY da

sua percentagem versus concentragdo dos farmacos e do trolox (Figura 4.46 A)
permitiu uma melhor comparagdo dos compostos relativamente a sua eficacia
antioxidante. Complementarmente, foram determinados os valores de [Cys
(concentragdo de cada composto necessaria para que a razéo referida apresente um
valor de 15%) através das regressdes lineares obtidas no grafico percentagem da

razdo (AUCanEtoiox-AUC YAUC versus concentracdo dos compostos

Fe? H,0, Fe?* H,0
(Figura 4.46 B). Os valores de IC,s determinados estéo apresentados na Tabela 4.7.

A comparacéo dos valores de ICs, obtidos e apresentados na Tabela 4.7,
permitiu ordenar os compostos em termos de eficacia do seguinte modo: trolox >
etodolac > tenoxicam > piroxicam > diclofenac > clonixina. Esta ordem corresponde,

basicamente, a ordem de eficacia obtida no ensaio de fluorescéncia, através da
monitorizacdo da oxidagdo da sonda DPH-PA pelo agente oxidante ROO"’ gerado na
fase aquosa, excepto para a clonixina que ndo tinha apresentado actividade
antioxidante significativa nesse ensaio e para o diclofenac, para o qual ndo foi possivel
determinar a sua capacidade antioxidante no ensaio com o iniciador AAPH, pois

ocorria a formagéo de um precipitado no meio reaccional.
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Figura 4.46 A: Representacdo grafica da razdo (AUCaNeroie-AUC R YAUC Fe? 1o versus
22 Y2

concentragcdo dos AINEs e trolox. B: Regressdo linear entre a percentagem da razdo
(AUC ANETrolox-AUC aapn)/AUCanpH € as concentragdes usadas de AINEs e trolox. (©) clonixina;
( ) tenoxicam; () piroxicam; (M) etodolac; (#) diclofenac; e ( ) trolox. Os valores da razéo
referida foram calculados a partir dos resultados de trés experiéncias (média + desvio padrao).

Tabela 4.7: Valores de ICs (+ desvio padrao), do trolox e dos AINEs estudados, obtidos nos
ensaios de fluorescéncia para avaliagdo da actividade antioxidante, pela sonda DPH-PA, a
partir da equagao das rectas de regressdo das representagdes graficas %(AUCane/antioxidante de
referencia-AUC Fe 110, YAUC Fe?' 110, versus concentrac&o dos respectivos compostos.

Compostos ICy5
Diclofenac 117,3 + 18,6
Indoprofeno *
Clonixina 154,7 + 14,8
Etodolac 252+ 38
Piroxicam 88,3+ 154
Tenoxicam 32,3+8,0
Trolox 1,8+0,3

*sem actividade

A actividade antioxidante demonstrada pela clonixina, face a peroxidagdo
lipidica iniciada pelos radicais hidroxilo, pode ser justificada pelo facto destes radicais

serem espécies oxidantes mais reactivas do que os radicais ROO®, reagindo
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rapidamente com praticamente todas as moléculas vizinhas, como a clonixina, a partir
do local da sua producdo [3, 15] e por serem iniciadores menos eficazes da
peroxidacéo lipidica, como ja referido anteriormente. Deste modo, a capacidade da
clonixina em penetrar e aumentar a fluidez membranar associada a sua actividade
captadora pode ter um efeito mais pronunciado neste ensaio, relativamente ao anterior

realizado na presenga dos radicais peroxilo.

4.5. CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos permitiu quantificar a capacidade antioxidante
dos compostos testados face a peroxidagio lipidica e a oxidagdo de biomoléculas de
DNA, assim como contra radicais estaveis em solugdo. Contudo, os dados adquiridos
em alguns dos estudos apresentaram diferengas significativas no que diz respeito a
ordem de eficacia dos antioxidantes, nomeadamente em evitar os danos oxidativos na
membrana. Deste modo, a ordem de eficacia obtida parece ser dependente dos
procedimentos experimentais utilizados. De facto, tem sido descrito que a capacidade
antioxidante, apresentada por uma amostra, depende da metodologia e dos geradores
de radicais ou oxidantes que s&o usados nas medidas [30, 58]. Com efeito, cada um
dos métodos utilizados analisou diferentes aspectos do mesmo processo, mas nao
fornece uma viséo global de todo esse processo. Assim, houve necessidade de reunir
varias metodologias para melhor estabelecer o mecanismo de acg¢do de um
antioxidante.

Um outro aspecto importante verificado nestes estudos foi o facto dos
resultados obtidos para a reactividade de um antioxidante em solugdo homogénea néao
considerar os efeitos membranares, que poderiam aumentar ou diminuir a eficacia
antioxidante, devido a varios factores que ndo sdo considerados nos testes quimicos
em solugdo vulgarmente difundidos. Deste modo, os resultados obtidos na presenca
de modelos membranares mostraram que a localizagdo dos farmacos, assim como o
local da geragéo dos radicais, afectava substancialmente a eficacia dos antioxidantes
num sistema heterogéneo. Com efeito, os lipossomas, usados como modelos
membranares, constituem ferramentas valiosas para este tipo de estudos, uma vez
que, devido a sua composigao e organizagao, conseguem mimetizar 0s processos que

ocorrem nas membranas biolégicas.
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Pelo exposto se depreende a necessidade de avaliar a actividade antioxidante
de um composto face a diversas espécies reactivas e preferencialmente na presenga
de modelos membranares, para uma melhor compreensdo dos parametros
farmacoldgicos apresentados pelo composto em questéo.

Todos os AINEs testados se mostraram mais eficazes face aos radicais livres
gerados na solugdo aquosa do que quando gerados no meio lipidico. Estes dados
estdo de acordo com o observado por outros autores [17, 23, 31, 40]. Os resultados
obtidos no estudo da avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs na peroxidagao
lipidica quando os radicais peroxilo eram gerados por decomposi¢cdo térmica do
composto AMVN, no interior da bicamada lipidica, sugeriram fortemente a existéncia
de um sinergismo entre a capacidade intrinseca de captura dos AINEs e as
modificagcbes das propriedades fisico-quimicas da membrana, nomeadamente a
fluidez. Os seus efeitos protectores contra os danos lipoperoxidativos estdo, entéo,
relacionados com a capacidade em doar um atomo de hidrogénio de um grupo doador
presente na molécula e com a proporgcdo da sua incorporagcdo e orientagdo nas
biomembranas. Assim, no estudo referido, a maior lipossolubilidade apresentada por
um determinado composto, em adi¢do a sua capacidade para fluidificar a membrana,
representa uma mais valia na inibicdo da propagacdo da peroxidagéo lipidica,
relativamente aos farmacos que nao apresentavam essas caracteristicas de um modo
tdo pronunciado. No entanto, nos estudos em que os radicais livres eram gerados na
fase aquosa, essas propriedades ndo se mostraram tao importantes para a eficacia
antioxidante demonstrada pelos compostos. De facto, por exemplo, o etodolac, que
nos estudos com o indutor AMVN apresentou uma actividade antioxidante minima, foi
indubitavelmente o AINE com maior eficacia de captura face aos radicais livres
gerados na fase aquosa. Provavelmente, o seu anel pirano desempenha a fungao
central, visto que foi descrito que os derivados do pirano podem ser potentes captores
de ROS [42]. Contudo, a maior eficacia verificada para o etodolac esta também
relacionada com a sua localizagéo relativamente a bicamada lipidica. Com efeito, a
sua localizagdo préxima da superficie membranar, devido a carga negativa
apresentada ao valor de pH em estudo, facilitava a captura dos radicais aquosos [5].
Todavia, esta localizagdo ndo deve permitir uma captura eficiente dos radicais no
interior das membranas e, consequentemente, a menor actividade antioxidante
observada quando os radicais eram gerados no interior da bicamada lipidica.

O facto da cinética de oxidacéo ser lenta em sistemas de EPC indicia que a

reaccdo em cadeia ndo deva prosseguir por um longo periodo de tempo [5]. Por
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conseguinte, o ataque inicial na membrana pelo radical aquoso representa um passo
determinante e, portanto, os compostos que apresentem alguma hidrossolubilidade
estdo em vantagem relativamente aos totalmente lipossollveis, que se encontram
profundamente situados no interior da membrana lipidica. Assim, a prevengdo do
ataque inicial dos radicais aquosos na membrana fosfolipidica representa um papel
essencial na defesa antioxidante das biomembranas, uma vez que estas sdo
continuamente atacadas por radicais livres gerados na fase aquosa das fracgbes
celular e subcelulares. Deste modo, a localizagdo dos compostos, como por exemplo,
etodolac, trolox e vitamina E (apesar da parte cromanol ndo se encontrar localizada na
interface, estava orientada em direccdo a essa interface lipido-agua da bicamada
lipidica) na interface permite uma melhor captura dos radicais e, por conseguinte, uma
ac¢do mais eficaz na inibigdo da peroxidagdo da membrana fosfolipidica. Mais uma
vez se verifica que a posicdo e orientacdo dos compostos relativamente & membrana
lipidica constitui um factor importante para a eficacia antioxidante demonstrada por
esse determinado composto, o que s6 pode ser avaliado quando se efectuam os
ensaios na presencga de modelos membranares.

Os efeitos antioxidantes obtidos ocorreram em valores de concentragbes
relativamente altos, quando comparados com os presentes no plasma ou no liquido
sinovial de humanos saudaveis recebendo estes farmacos em estudos pré-clinicos
[78, 79]. Contudo, foi descrito que nos tecidos inflamados, alguns AINEs se acumulam
originando, por exemplo, a nivel do liquido sinovial, concentragdes cerca de trés a oito
vezes mais altas do que em articulagbes sas [80]. Além disso, outros factores
existentes in vivo, como a longa exposi¢cdo aos AINEs, pode diminuir a quantidade de
ROS e, assim, menores concentragdes de farmaco sdo requeridas relativamente as
necessarias in vitro [81]. Com efeito, a capacidade de captura dos farmacos esta
directamente relacionada com a quantidade de espécies reactivas de oxigénio que sao
produzidas originando, assim, valores de IC diferentes [82]. Deste modo, & possivel
que concentracdes mais baixas de AINEs apresentem actividade antioxidante in vivo,
pois os niveis de ROS produzidos devem ser mais baixos in vivo do que os utilizados
in vitro. De facto, por exemplo, ja foi demonstrado que a indometacina é um eficaz
antioxidante in vivo, apesar das altas concentragdes necessarias in vitro [42, 83].

Os resultados obtidos, no estudo de avaliagéo da actividade antioxidante dos
AINEs face a varios radicais, s&o importantes para a compreensdo do mecanismo de
accdo destes farmacos, uma vez que fornecem evidéncias de que a actividade

antioxidante destes farmacos podera actuar em sinergia com os seus reconhecidos
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efeitos de inibicdo da actividade das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase [8, 9], pela
prevencao da propagacgdo e da perpetuagao dos danos oxidativos nos tecidos, nas
reac¢des inflamatorias agudas e cronicas, in vivo. Com efeito, tem sido referido que a
peroxidagdo causa ou aumenta as doencgas inflamatérias, tais como a artrite
reumatoide [19]. Assim, a inexisténcia de actividade antioxidante apresentada por um
AINE pode constituir uma desvantagem, pois a acumulagdo dos radicais livres
produzidos durante o processo inflamatério podem provocar efeitos deletérios nos
tecidos circundantes. Adicionalmente, as ilagdes obtidas nos varios estudos realizados
permitiram, de um modo geral, estabelecer uma relagdo causa-efeito entre a eficacia
antioxidante e as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, o que podera permitir
o desenho de novos farmacos. Deste modo, é possivel concluir que um composto com
boas caracteristicas antioxidantes além de ser um bom captador de radicais livres pela
presenca na sua estrutura de grupos quimicos que favoregam a inactivagdo desses
radicais, deve ainda apresentar uma localizagdo apropriada relativamente a
membrana, capacidade de partilhar e de alterar as propriedades fisico-quimicas da

membrana, como a fluidez.
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CAPITULO 5. AVALIAGAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE E DOS
EFEITOS DOS AINES NA FLUIDEZ MEMBRANAR DE
ESPLENOCITOS USADOS COMO MODELOS DAS
BIOMEMBRANAS

5.1. INTRODUGAO

As biomembranas exibem uma estrutura altamente dindmica e fluida, que
permite a preservagdo de todas as suas fungdes biolégicas. No entanto, a interacgéo
de moléculas idnicas ou polares com a superficie membranar ou a penetragéo e
localizagdo de moléculas hidrofobicas no interior da bicamada e a peroxidagao lipidica
podem induzir perturbagdes nas suas propriedades biofisicas [1-6]. Estas
modificagdes podem ser observadas por estudos de fluidez membranar, os quais
mostraram ser importantes para o esclarecimento quer de mecanismos biol6gicos,
quer de condigdes patologicas, como inflamagdo cronica, cancro e doencgas
cardiovasculares [3, 7-12]. Apesar de existirem varios métodos para avaliar a fluidez
da membrana, como por exemplo, a calorimetria diferencial de varrimento (DSC), a
polarizacdo generalizada de Laurdan e os estudos de perda da carboxifluoresceina, a
técnica mais largamente utilizada é a anisotropia de fluorescéncia de estado
estacionario. De facto, existem numerosos estudos na literatura cientifica acerca da
influéncia dos farmacos na fluidez membranar por determinagées de anisotropia de
fluorescéncia, alguns dos quais realizados em membranas biolégicas. Por exemplo, foi
sugerido por alguns autores que a diminuicdo da fluidez membranar causada pela
indometacina modificava a funcionalidade de alguns receptores in vivo,
presumivelmente devido a alteragdes no movimento ou orientagéo das proteinas que
se localizam no interior da matriz lipidica da bicamada [7, 13]. Por conseguinte, parece
que a regido hidrocarbonada da membrana deve possuir uma importante fungao no

estabelecimento das interacgdes proteina-lipido e ndo constituir apenas uma matriz
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hidrofébica, na qual as proteinas membranares podem desempenhar as suas fungdes.
Além disso, foi proposto que a anisotropia de fluorescéncia poderia ser utilizada no
estudo da acgcdo farmacologica de farmacos anti-reumaticos e na monitorizagéo da
terapia anti-reumatica, uma vez que alguns farmacos usados no tratamento da artrite
reumatoide induzem alteragcdes na membrana dos linfécitos [10]. Adicionalmente, foi
observado um aumento na fluidez membranar de queratindcitos isolados a partir da
pele de doentes psoriacos, relativamente a verificada nas células epidérmicas isoladas
da pele de humanos saudaveis. Como resultado, foi sugerido que o estudo da fluidez
membranar em queratindcitos isolados de pele saudavel ou mérbida representa um
progresso técnico na detec¢do da psoriase, uma vez que a fluidez da membrana
plasmatica pode ser medida numa pequena quantidade de tecido obtido numa bidpsia
[8].

Os estudos de fluidez membranar tém também sido considerados como uma
perspectiva promissora na terapia do cancro. As células metastaticas tumorais
apresentam uma fluidez da membrana plasmatica superior & observada em células
nao metastaticas. Assim, uma diminuicdo da fluidez membranar pode restabelecer a
inibicao da ligacao entre as células metastaticas tumorais, pelo aumento da rigidez das
células ao nivel do ponto de unido celular [12, 14-16]. Por este motivo, na presenca de
compostos que tenham essa capacidade, a divisdo celular pode ser mais lenta como
consequéncia da fluidez da membrana se encontrar diminuida.

Além do referido, & ainda bem conhecida a existéncia de uma relacao entre a
peroxidacgao lipidica e a fluidez da membrana [17-20]. De facto, as espécies reactivas
de oxigénio, como por exemplo, os radicais peroxilo (ROO®), possuem capacidade de
oxidar os fosfolipidos polinsaturados, induzindo consequentemente alteragbes na
composicdo e nas propriedades fisicas das membranas, como por exemplo,
modificagbes da fluidez membranar [2-6, 21]. Finalmente, tem sido sugerido que a
citopatogenicidade do HIV e de outros virus com envélucro ou envelope é reduzida por
agentes fluidificantes da membrana [11].

O conjunto de resultados descritos na literatura e obtidos em estudos de
anisotropia de fluorescéncia mostra claramente que a influéncia dos farmacos na
fluidez membranar € um importante parametro para esclarecer o seu mecanismo de
accdo e para a elucidagdo de uma diversidade de condi¢cdes patoldgicas, como
estados inflamatérios crénicos, carcinogénese, doengas cardiovasculares e mesmo do
processo de envelhecimento. Deste modo, uma vez que a anisotropia de fluorescéncia

de estado estacionario mostrou ser util na monitorizagdo das alteragbes estruturais
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nas biomembranas, utilizou-se, neste estudo, este método para monitorizar a variagéo
de fluidez nas membranas dos esplendcitos usando a sonda 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH). De facto, a sonda DPH e os seus derivados séo frequentemente as
sondas de fluorescéncia escolhidas nos estudos da estrutura e propriedades
dinamicas das membranas, tendo sido muitas vezes usadas para estimar a ordenagao
e a fluidez da membrana [22-24]. Neste contexto, um dos objectivos do presente
trabalho foi verificar os efeitos dos farmacos anti-inflamatérios nao esteréides (AINEs)
indometacina, diclofenac, piroxicam, tenoxicam, indoprofeno, clonixina e etodolac, na
microviscosidade das membranas celulares, para uma melhor compreensao da
capacidade destes farmacos em induzirem perturbagdes na estrutura membranar e,
assim, contribuir para o esclarecimento da sua acg¢do farmacologica. Além de
proporcionar um método para investigar os efeitos dos AINEs na fluidez membranar, o
que ja foi estudado em lipossomas, usados como modelos membranares, o presente
trabalho tem também em atengcdo a analise dos resultados. Com efeito, para evitar
interpretacbes ambiguas, é necessario considerar correcgdes apropriadas aos dados
experimentais, que seréo posteriormente apresentadas.

O outro objectivo principal deste estudo com esplendécitos esta relacionado com
a avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face a peroxidacao lipidica. Com
efeito, um dos componentes da célula que é particularmente susceptivel ao ataque
oxidativo das espécies reactivas de oxigénio geradas in vivo € a membrana, devido a
presenca de lipidos que apresentam na sua constituicdo acidos gordos polinsaturados,
os quais podem ser facilmente oxidados, com um resultante aumento da rigidez
membranar e, muitas vezes, morte celular [12, 25]. Por conseguinte, como referido
anteriormente, os dois objectivos deste trabalho podem estar relacionados, uma vez
que tem sido descrito que a capacidade dos farmacos em penetrar e interactuar com a
membrana pode modificar, numa extenséo significativa, as propriedades fisicas da
membrana e estas modificagbes podem contrariar a rigidez membranar resultante da
peroxidagio e/ou produzir efeitos secundarios que complementam favoravelmente ou
até mesmo promovem as desejadas caracteristicas de captura dos radicais livres ou
impedem a propagacgao da oxidagao [3, 17, 20, 26].

Os radicais livres sdo espécies quimicas extremamente reactivas que podem
induzir uma grande variedade de danos ao nivel celular, por exemplo, podem inactivar
a sintese ou alterar a integridade do ADN ou danificar as biomembranas, atacando as
proteinas envolvidas no transporte de ides ou induzindo alteragées na sua composigao

e propriedades fisico-quimicas. Assim, devido ao elevado potencial para danificar
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sistemas bioldgicos vitais, as espécies reactivas contribuem para o envelhecimento e
desenvolvimento de mais de 100 estados patologicos, como por exemplo,
aterosclerose, cancro, esclerose multipla, doenga de Alzheimer e de Parkinson (27,
28]. Adicionalmente, essas espécies apresentam um importante papel nas lesées
celulares induzidas nos processos inflamatérios crénicos e nas varias desordens do
sistema nervoso central [28]. Para inactivar estas espécies reactivas e para reduzir os
seus danos, 0s organismos vivos desenvolveram complexos sistemas antioxidantes.
Estes sistemas antioxidantes incluem enzimas, como a superéxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase; macromoléculas, como a albumina e a ferritina; e
um conjunto de pequenas moléculas, incluindo o acido ascérbico, o a-tocoferol, o
B-caroteno, a glutationa reduzida, a metionina, o acido urico e a bilirrubina [27, 28].
Assim, antioxidantes que ajudem as células a resistir ao stress oxidativo, pela sua
capacidade de inactivar eficazmente os radicais livres de oxigénio e azoto (ROS/RNS),
tém sido associados a prevengéo de varias doengas. Ha, assim, uma necessidade
crescente de conhecer a capacidade antioxidante de farmacos, com vista a utiliza-los
na prevencgdo ou terapia das diversas doencas apontadas. De facto, encontra-se
descrito na literatura que varios AINEs e compostos fendlicos apresentam actividade
anti-inflamatéria pela captura de radicais livres, pois sdo capazes de inactivar as
espécies reactivas mediadoras da inflamagéo in vivo, produzidas pelas células
fagociticas [4, 28-31].

O estudo da actividade antioxidante dos anti-inflamatérios €, assim, de extrema
importancia, uma vez que durante a inflamagéo os sistemas de defesa antioxidantes
endégenos devem estar diminuidos, aumentando, deste modo, a importancia de
antioxidantes exogenos. Adicionalmente, a actividade antioxidante face ao radical
peroxilo pode ter extremo valor, uma vez que este radical parece ser um importante
iniciador da peroxidagéo lipidica in vivo [32, 33] e também devido ao facto de, durante
o processo inflamatério, as membranas das células dos tecidos afectados estarem
mais sujeitas a peroxidagdo lipidica, explicando, deste modo, o aumento de
marcadores de peroxidagdo nas doengas inflamatorias. Por exemplo, uma elevada
concentracédo de marcadores da peroxidacdo lipidica é detectada em amostras de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) obtidas de pacientes que padecem de
aterosclerose, artrite reumatéide ou infecgdo bacteriana [30, 34, 35]. Assim, este
contexto sugere fortemente que a capacidade antioxidante dos AINEs podera estar

relacionada com as suas propriedades terapéuticas no tratamento da inflamagéo.
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Neste estudo, avaliou-se a actividade antioxidante dos AINEs etodolac,
piroxicam, tenoxicam, clonixina, diclofenac e indoprofeno relativamente a peroxidagéo
lipidica induzida pelos radicais peroxilo gerados por decomposi¢éo térmica do iniciador
azo AAPH (dicloridrato de  2,2-azobis-2-amidinopropano), através da
monitorizagdo da oxidagdo da sonda fluorescente DPH-PA  (acido
3-(p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil)fenilpropionico), incorporada nas membranas celulares
dos esplenodcitos. Assim, a metodologia utilizada permitiu observar a degradagao
peroxidativa da sonda DPH-PA pela diminuigdo da sua fluorescéncia e,
adicionalmente, permitiu o estudo da fluidez membranar por anisotropia de
fluorescéncia, uma vez que durante a oxidagcido se formam dominios mais rigidos ao
nivel das cadeias de acidos gordos, como referido anteriormente. Adicionalmente, a
avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face aos radicais peroxilo, gerados na
fase aquosa, constitui uma ferramenta valiosa para a determinagdo da eficacia
antioxidante destes farmacos, uma vez que as biomembranas sdo continuamente
atacadas por radicais livres gerados na fase aquosa das fracgdes celular e

subcelulares [36].

5.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.2.1. Avaliagao da fluidez membranar por anisotropia de fluorescéncia

A avaliagdo da fluidez membranar da membrana celular de esplendcitos por
anisotropia de fluorescéncia baseou-se no principio descrito no capitulo 3 para a
realizago deste mesmo estudo, mas em lipossomas (3.2.4.2). Contudo, neste estudo
utilizou-se a sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), que é uma molécula que
permite avaliar a microviscosidade interna das membranas em quase toda a matriz
lipidica [23, 37]. Esta sonda tem sido, assim, extensamente utilizada na analise da
fluidez membranar de células em condigées normais e patoldgicas [10, 23].

As sondas fluorescentes podem fornecer resuitados qualitativos fidedignos
sobre as alteragbes globais que ocorrem na fluidez membranar, mas tais dados
necessitam de ser cuidadosamente interpretados de modo a evitar algumas
ambiguidades, como ja referido em 3.2.4.2 do capitulo 3. De facto, como referido neste
tipo de estudo efectuado em lipossomas, ha duas grandes dificuldades a considerar na

avaliagio da fluidez da membrana por anisotropia de estado estacionario (uma terceira
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poderia advir se a localizagdo da sonda na membrana ndo fosse conhecida). Uma
delas esta relacionada com a existéncia de limitacbes aos movimentos rotacionais das
sondas de fluorescéncia quando inseridas em ambiente membranar e a outra com o
facto das variages de anisotropia poderem ser causadas tanto por uma alteragio no
tempo de vida do estado excitado do fluoréforo, 1, como por uma alteragio no tempo
de relaxamento rotacional, 6. Contudo, assim como nos estudos efectuados com LUVs
como modelos membranares, os problemas referidos puderam ser obviados para que
fosse possivel uma interpretagdo correcta dos resultados.

A sonda DPH esta inserida na bicamada lipidica com o seu eixo longitudinal
paralelo as cadeias acil dos fosfolipidos [37]. A rotagéo da sonda em torno do seu eixo
horizontal ndo origina despolarizagdo da luz emitida e apenas o movimento oscilante
ao redor do eixo, que se posiciona no plano da membrana, pode ser observado. Este
movimento oscilante da sonda DPH poderia-se encontrar impedido nas bicamadas
lipidicas [37] e, deste modo, a despolarizagéo teria que ser descrita pela equagéo de
Perrin modificada. No entanto, estudos prévios em membranas no estado fluido [37]
mostraram que o valor de r. & préximo de zero. Assim, a equacgao de Perrin pode ser
utilizada para descrever a despolarizacéo (equagao 3.33) [38].

Como anteriormente referido nos estudos realizados com os LUVs, a segunda
dificuldade apontada pode ser eliminada através da utilizagdo de valores de
anisotropia corrigidos ('; equagao 3.38) [38]. Assim, considerando na equagao 3.38 r;s
como o valor de anisotropia medido nas membranas dos esplendcitos na auséncia de
farmaco (desactivador), ou seja, obtido para 1o, € os valores publicados de 0 e 1, para
a sonda DPH [37], é possivel obter os valores de anisotropia corrigida, r', uma vez que
os valores de 1" podem também ser facilmente determinados pela equagéo 3.36. Estes
valores de r' correspondem a variagdo de anisotropia obtida devida & alteragdo dos
tempos de vida do fluoréforo (sonda) e devem ser depois comparados com os valores
experimentais de anisotropia (rss), como referido anteriormente. Deste modo, atraves
da diferenca de re e r' é possivel obter a variagdo real de anisotropia causada pelo
farmaco e sem a variacio intrinseca devida ao decréscimo do tempo de vida da sonda
de fluorescéncia. Quando os valores referentes a rs; se apresentam menores que 0s
obtidos para r’ é possivel concluir que a fluidez da membrana aumentou. A diferenca

entre rgs © ' €, assim, uma medida do efeito de fluidificagdo.
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5.2.2. Avaliagao da actividade antioxidante por fluorimetria e anisotropia

de fluorescéncia

A actividade antioxidante de compostos face a peroxidagao lipidica induzida
por radicais pode ser avaliada pela sonda DPH-PA, a qual ja tinha sido anteriormente
utilizada com o mesmo objectivo em lipossomas unilamelares. Este estudo com
esplendcitos, como o efectuado com LUVs como modelos membranares, visou avaliar
guer o decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda fluorescente, que resulta
da sua prépria oxidagdo, quer a influéncia na fluidez da membrana por estudos de
anisotropia de fluorescéncia. Deste modo, neste trabalho avaliou-se a capacidade
captadora dos radicais ROO® pelos compostos em estudo, que esta directamente
relacionada com a sua facilidade em doar um atomo de hidrogénio a espécie reactiva
(mecanismo de transferéncia de um atomo de hidrogénio) e ainda se a actividade
antioxidante era complementada pela indugdo de alteragdes ao nivel da fluidez
membranar. Com efeito, alguns compostos, como o tamoxifeno e o colesterol,
exercem a sua accido antioxidante apenas pela estabiliza¢gdo da membrana celular
[20].

Os resultados obtidos nos ensaios de fluorescéncia e de anisotropia de
fluorescéncia foram analisados de acordo com o descrito neste tipo de estudos em
LUVs (4.2.3). Assim, apds a conversao dos dados experimentais em valores relativos,
determinou-se a area sob a curva (AUC) numa representacao grafica da fluorescéncia
ou anisotropia relativa versus tempo. Posteriormente, o calculo da razido da diferenca
das areas sobre a curva (AUC) dos compostos em estudo e do controlo de
peroxidagdo (sem farmaco/antioxidante de referéncia) pela area sob a curva do
controlo de peroxidacio ((AUCagnantioxidante de referencia-AUCAapH)/AUCanapH; para os
estudos de anisotropia de fluorescéncia o numerador da divisdo foi invertido, para
evitar a obtengao de valores negativos) permitiu avaliar a actividade antioxidante do
AINE em estudo. A obtencdo de valores superiores a unidade significa que o
composto em estudo apresenta actividade antioxidante. O calculo da area sob a curva,

como referido em estudos anteriores com este tipo de determinagdo, permitiu

combinar num sé valor o tempo e o grau de inibicdo dos radicais pelo composto
antioxidante [27, 39].
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5.3. PARTE EXPERIMENTAL

5.3.1. Reagentes

A indometacina, a glutamina, a penicilina e a estreptomicina foram adquiridas a
Sigma-Aldrich e o soro bovino fetal a Gibco. A sonda fluorescente
1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi requerida a Molecular Probes. Os restantes
reagentes encontram-se mencionados nos capitulos 2 e 4. Todos os reagentes

citados, de qualidade p. a., foram usados sem qualquer purificacéo adicional.

5.3.2 Isolamento de esplendcitos de ratinho

Os ratinhos Balb/c, obtidos da Harlen Iberica (Espanha), foram sacrificados por
deslocamento cervical. De seguida, numa camara de fluxo laminar, foi-lhes retirado e
homogeneizado o bago em meio de cultura RPMI 1640, numa placa de Petri. As
células, assim obtidas, foram ressuspendidas e colocadas em gelo durante
aproximadamente 5 min, para que depositassem os agregados maiores, como restos
da capsula fibrosa. Apos este intervalo de tempo, submeteu-se o sobrenadante a uma
centrifugagao (1200 rpm durante 10 min a 4°C) e o sedimento celular, assim obtido, foi
ressuspendido em meio de cultura RPMI, suplementado com glutamina (2 mM),
penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL, respectivamente), hepes (2 mM) e
soro bovino fetal (10%). Posteriormente, ajustou-se a concentracéo de esplendcitos a

1 x 107 céls/mL de meio de cultura.

5.3.3. Avaliacao da influéncia dos AINEs na fluidez membranar

A sonda utilizada para monitorizar a fluidez das membranas celulares dos
esplendcitos foi a DPH. Para a incorporagédo desta sonda nas ceélulas, a solugéo de
DPH em dimetilsulféxido (DMSO) foi diluida 100 vezes em tampéo hepes (10 mM, / =
0,1 M, pH 7,4), de modo a obter uma solugdo com concentragdo de 1 x 10° M. Antes
da incorporagéo da sonda DPH, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em
volume equivalente de tamp&o hepes (10 mM, / = 0,1 M, pH 7,4) filtrado sob vazio, de
modo a eliminar os compostos fluorescentes que o meio de cultura possuiria.

Posteriormente, uma aliquota de 1 mL da solugéo da sonda DPH foi adicionada a um
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volume igual de suspensdo celular (1 X 10’ céls/mL) em tampao hepes. A
incorporacdo da sonda DPH nas membranas dos esplendcitos foi acompanhada por
um aumento na intensidade de fluorescéncia.

Em seguida, a suspensdo resultante foi colocada a incubar em gelo durante 1
hora no escuro, para promover a incorporagao total da sonda nas membranas. Apbs o
periodo de incubagdo, foi preparada uma série de amostras com uma concentracio
fixa de células (1 X 10° céls/mL) e concentragbes crescentes de AINEs em tampéao
hepes (10 mM, / = 0,1 M, pH 7,4). O intervalo final de concentragées dos farmacos foi
de 0 a 120 uM para o piroxicam e tenoxicam, de 0 a 350 uM para a indometacina, de 0
a 640 pM para o indoprofeno e etodolac, e de 0 a 650 pM para o diclofenac e
clonixina. Depois de uma incubagao no escuro durante 1 hora a temperatura ambiente,
as amostras foram usadas para os estudos de fluidez membranar.

O aparelho utilizado foi 0 mesmo descrito para os estudos de anisotropia de
estado estacionario em lipossomas (3.3.5.2), apos a colocagdo dos polarizadores. As
leituras foram realizadas a 37,0 + 0,1°C em células para fluorescéncia com 1 cm de
percurso o6ptico e obtidas conforme o descrito por Lacowitz et al [38]. O comprimento
de onda de excitagdo e de emissdo foram definidos a 361 nm e a 432 nm,
respectivamente.

A desactivacio de fluorescéncia, assim como nos ensaios efectuados com
lipossomas, foi feita no mesmo fluorimetro referido anteriormente, mas sem a
colocacdo dos polarizadores (os comprimentos de onda de excitagdo/emissao foram
os descritos anteriormente). Os valores de intensidade de fluorescéncia foram
corrigidos para a absorvancia do desactivador (AINE) no comprimento de onda de
excitacdo [40]. Estas determinacdes foram feitas em células de quartzo a 37,0 + 0,1°C
num espectrofotémetro Perkin Eimer Lambda 45 UV/VIS, ja anteriormente descrito
(3.3.5.2), a 361 nm.

5.3.4. Avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs face a peroxidagao

lipidica induzida pelos radicais ROO’

A sonda DPH-PA foi incorporada nas membranas celulares dos esplenocitos
pelo mesmo método descrito para a sonda DPH nos estudos de fluidez membranar.

Assim como a sonda DPH, a sonda DPH-PA foi também dissolvida em DMSO, mas
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apos diluicdo (100 vezes) com tampéo hepes a sua concentragdo era igual a 4 X 10°
M.

Para a realizagdo dos ensaios de peroxidagdo quer pela avaliagdo do
decréscimo da intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA, quer pelo aumento da
anisotropia de fluorescéncia, adicionou-se a 1 mL da suspensao celular (5 X 10°
céls/mL), contida numa célula de fluorimetria munida com agitador e termostatizada a
37,0 + 0,1°C, diferentes concentragées de AINEs (0 a 106 uM de tenoxicam, 0 a 50
uM de piroxicam, 0 a 169 uM de etodolac, 0 a 170 uM de indoprofeno, e 0 a 222 uM
de clonixina) ou trolox (0 a 18 uM), usado como antioxidante de referéncia.

Apés um periodo de incubagdo de 10 min, a 37,0 + 0,1°C, iniciou-se a
peroxidagao lipidica pela adicdo do indutor hidrossollvel de peroxidagdo AAPH (15
mM).

Foram realizados os trés ensaios controlo, mencionados em 4.3.4, para os
estudos na presenca de LUVs, nomeadamente o ensaio controlo de peroxidacdo ou
branco, o ensaio controlo para a sonda DPH e os ensaios controlo para os AINEs e
antioxidante de referéncia em estudo.

A monitorizagdo da fluorescéncia e da anisotropia de estado estacionario foi
efectuada, durante aproximadamente 120 min, no mesmo espectrofluorimetro Perkin-
Elmer LS 50B descrito para este mesmo ensaio em lipossomas. O comprimento de
onda de excitacdo utilizado foi de 384 nm e o comprimento de onda de emissdo de
435 nm. As medidas de anisotropia de fluorescéncia foram realizadas apds a

colocagao dos polarizadores.

5.3.5. Verificagao da viabilidade celular

Para verificar a toxicidade dos farmacos usados para os esplendcitos, nos
varios estudos referidos, foi realizado o ensaio de exclusdao do azul de tripano. As
células na presencga de azul de tripano a 0,4% (1:1, V/V) foram contadas com a ajuda
de um hemocitometro e a citotoxicidade foi avaliada em percentagem de células
vidveis na presenca das diferentes concentragcbes de farmaco usadas. Quando a
viabilidade das células na presenga de farmaco era inferior a 70%, os resultados

obtidos ndo foram considerados [41].
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5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1. Avaliacdo da influéncia dos AINEs na fluidez membranar

A alteracdo da fluidez membranar, resultante da interaccdo dos AINEs
indometacina, piroxicam, tenoxicam, indoprofeno, diclofenac, clonixina e etodolac com
as membranas de esplendcitos de ratinhos, foi efectuada por estudos de anisotropia
de fluorescéncia de estado estacionario. O presente trabalho também analisa
cuidadosamente os resultados obtidos experimentalmente, pois as sondas
fluorescentes (como a sonda DPH) por si s6 influenciam significativamente os dados
obtidos, 0 que pode originar interpretagdes ambiguas.

Para se efectuar o calculo dos valores de 1’ (equag¢ao 3.36), necessarios para
a determinacdo de r’, foi necessario determinar os valores da intensidade de
fluorescéncia da sonda DPH na presenca de concentragdes crescentes de farmaco.
Os anti-inflamatérios em estudo, com excepgao do indoprofeno, etodolac e diclofenac,
mostraram-se capazes de provocar a desactivacao de fluorescéncia da sonda DPH. A
Figura 5.1 apresenta a intensidade de fluorescéncia da sonda DPH em membranas de
esplendcitos, na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de farmaco. A
clonixina, presente nesta Figura, corresponde a um exemplo de um farmaco capaz de
desactivar a fluorescéncia da sonda, do que resultou um decréscimo na intensidade de
fluorescéncia, enquanto o diclofenac representa um dos farmacos que nao
apresentam essa capacidade e, portanto, a intensidade de fluorescéncia da sonda
DPH manteve-se praticamente constante em todo o intervalo de concentra¢des usado
para este farmaco.

A desactivagdo de fluorescéncia da sonda DPH pelos anti-inflamatérios
clonixina, indometacina, piroxicam e tenoxicam ocorreu sem provocar altera¢des
significativas no espectro da sonda e, adicionalmente, obteve-se uma fungéo linear de
lo/l-1 versus [Q}; (concentracdo total de farmaco) pela equagdo de Stern-Volmer
(equacgao 3.28) [38, 42] o que possibiltou a utilizagdo da equacgéo 3.36 para o calculo
dos valores de 1’. Na Figura 5.2 é possivel observar as rectas de Stern-Volmer obtidas

na presenc¢a da sonda DPH incorporada nas biomembranas dos esplendcitos e dos

AINEs clonixina e indometacina.
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Figura 5.1. Intensidade de fluorescéncia relativa (%) da sonda DPH incorporada em
membranas de esplendcitos na presenga de concentragbes crescentes de diclofenac (H) e
clonixina { ).
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Figura 5.2: Correlagao de ly/I-1 e [Q], de acordo com a equagéo de Stern-Volmer obtida para a
sonda DPH incorporada na membrana de esplendcitos para a clonixina (A) e indometacina (B),
apHiguala74.

Apds o calculo dos valores de anisotropia corrigidos, tornou-se entio possivel
avaliar os efeitos dos AINEs em estudo na fluidez membranar dos esplendcitos. Na
Figura 5.3 é possivel efectuar a comparacgéo de r' com rg € na Figura 5.4 pode-se
observar a respectiva diferenga obtida para a sonda DPH incorporada em membranas

de esplendcitos com o aumento da concentracao dos AINEs em estudo.
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Figura 5.3: Valores de anisotropia corrigida, r’ (

[Piroxicam] (x 10* M)

[Clonixina] (x 10 M)

), € experimentais, rss (H) obtidos na presenga

da sonda DPH incorporada em membranas de esplendcitos (1 X 10° céls/mL) e de
concentragbes crescentes de indometacina (A), tenoxicam (B), piroxicam (C) e clonixina (D), a
pH igual a 7,4.

Os resultados apresentados na Figura 5.3 mostram que os valores de r' sao
superiores, mas apresentam a mesma tendéncia dos valores de rg. Portanto, como a
diferenca entre ris e r diminuiu na presenga de concentragdes crescentes de
indometacina, clonixina, piroxicam e tenoxicam (Figura 5.4) é possivel concluir que
estes farmacos provocaram um aumento da fluidez membranar. De facto, os AINEs
clonixina, indometacina, piroxicam e tenoxicam provocaram uma fluidificacdo da
membrana tanto maior quanto maior a concentragdo dos mesmos. Para os outros
farmacos estudados (diclofenac, indoprofeno e etodolac) ndo se observou uma

perturbacdo evidente na fluidez das membranas sob as condi¢gdes experimentais

usadas neste estudo.
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Figura 5.4: Diferenca de rSg e r’ obtida na presenca da sonda DPH incorporada em membranas
de esplendcitos (1 X 10° céls/mL) e de concentragdes crescentes de indometacina (A),
tenoxicam (B), piroxicam (C) e clonixina (D), a pH igual a 7 4.

A Tabela 5.1 contem os valores de anisotropia de estado estacionario obtidos
experimentalmente, rs;, € 0s respectivos valores corrigidos, r', para o diclofenac,
indoprofeno e etodolac.

Como é possivel observar na Tabela 5.1, tanto os valores de rss experimentais
como os valores de r' mantiveram-se praticamente constantes em todo o intervalo de
concentracdes usado para o diclofenac, indoprofeno e etodolac.

O efeito observado para os diferentes AINEs esta de acordo com os resultados
obtidos nos ensaios efectuados com LUVs de EPC. De facto, também nos estudos
com lipossomas a clonixina, a indometacina [43], o piroxicam e o tenoxicam
demonstraram capacidade de fluidificaggdo da membrana, o indoprofeno nao
apresentava essa capacidade nos diferentes graus de profundidade da bicamada,
enquanto que o diclofenac também ndo era capaz de alterar a fluidez membranar a

nivel da parte mais profunda da bicamada (préximo das sondas 12-AS e DPH [22]).

308




Actividade antioxidante e efeito dos AINEs na fluidez membranar de esplendcitos

Relativamente ao etodolac, os resultados sdo também concordantes, pois este AINE
demonstrou apenas uma pequena eficacia de fluidificagcdo, nos ensaios realizados

com lipossomas.

Tabela 5.1: Valores da anisotropia de estado estacionario, rss € da anisotropia corrigida, r,
obtidos com o aumento da concentracéo ([Q]) do diclofenac, indoprofeno e etodolac em
membranas de esplendcitos, a pH igual a 7,4.

AINEs [Q] (x 107 M) Tss r
0 0,243 0,243
0,50 0,243 0,245
1,50 0,233 0,242
Diclofenac 3,50 0,239 0,246
4,50 0,235 0,252
6,50 0,240 0,239
8,00 0,237 0,239
0 0,207 0,207
0,40 0,206 0,206
1,20 0,205 0,202
Indoprofeno 2,81 0,205 0,212
3,61 0,202 0,211
521 0,205 0,212
6,41 0,203 0,209
0 0,210 0,210
0,89 0,211 0,206
2,24 0,206 0,200
Etodolac 3,14 0,205 0,205
4,03 0,208 0,206
5,82 0,208 0,199
717 0,207 0,215

O efeito de fluidificacdo em percentagem [((r'-rss)/re’) x100], obtido para cada
um dos farmacos em estudo, é apresentado na Figura 5.5.
As diferengas de eficacia dos compostos estudados no aumento da fluidez da
membrana reflectiram-se no valor dos seus ICs,, 0s quais sdo definidos como a
\ concentracido de cada composto requerida para aumentar o efeito de fluidificacdo em
| 50% (Tabela 5.2).
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Figura 5.5: Efeito de fIU|d|f|cag;ao (%) obtido para a sonda DPH incorporada em membranas de
esplendcitos (1 X 10° céls/mL), na presenga de concentragdes crescentes de indometacina (W),
tenoxicam (), piroxicam (%) e clonixina (€), a pH igual a 7,4.

Tabela 5.2: Concentragéo (M) de cada AINE requerlda para aumentar o efeito de fluidificagdo
em 50% (ICso) em membranas de esplendcitos (1 X 10° céls/mL), a pH igual a 7,4. Os valores
apresentados correspondem a média e desvio padrdo dos resultados obtidos em trés ensaios
independentes.

Indometacina

Piroxicam

Tenoxicam

8,89 x 10° + 6,65 x 10°

2,70 x 10° + 2,97 x 10°

2,24 x 10° + 5,66 x 107

Indoprofeno

Etodolac *

*sem efeito

Como se pode concluir, pela observagéo da Tabela 5.2, a ordem de eficacia
dos compostos na fluidificagdo membranar € a seguinte: tenoxicam > piroxicam >

indometacina > clonixina. O diclofenac, o indoprofeno e o etodolac ndo mostraram

|
|
|
AINEs ICso
Clonixina 2,91 x 10% + 1,41 x 10°
Diclofenac *
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capacidade para induzir modificagdes na microviscosidade das membranas, ndo tendo

sido possivel, deste modo, o calculo dos seus ICsq.

5.4.2. Avaliagédo da actividade antioxidante dos AINEs face a peroxidagéo

lipidica induzida pelos radicais ROO*

A avaliacdo da actividade antioxidante do diclofenac nao foi possivel neste
estudo, pois ocorria precipitagdo no sistema reaccional aquando da adigdo do indutor
AAPH, de modo analogo ao que se verificou neste tipo de ensaios com LUVs.

O ensaio controlo relativo aos esplenécitos contendo a sonda fluorescente
DPH-PA incorporada nas suas membranas, na auséncia do oxidante e dos compostos
em estudo, apresentou valores de intensidade de fluorescéncia, assim como de
anisotropia muito constantes durante todo o curso do ensaio. O mesmo perfil foi obtido
nos ensaios controlo efectuados para os AINEs e trolox, enquanto que no branco ou
ensaio controlo de peroxidagdo houve um decréscimo ou um aumento significativo da
intensidade de fluorescéncia da sonda DPH-PA ou rigidificacdo da membrana,
respectivamente.

A actividade antioxidante apresentada pelos AINEs clonixina, indoprofeno,
piroxicam, tenoxicam e etodolac pode ser facilmente visualizada pela comparagao do
decréscimo da intensidade de fluorescéncia ou do aumento da anisotropia
(rigidificacdo da membrana), na presenga de diferentes concentragbes de anti-
inflamatoério, relativamente ao controlo de peroxidagdo. Na Figura 5.6 é possivel
observar que os anti-inflamatérios clonixina e indoprofeno foram praticamente
ineficazes na inibicdo da peroxidagdo lipidica quer pelas determinagdes de
fluorescéncia, quer pelas determinagdes de anisotropia, independentemente das
concentragdes utilizadas, uma vez que, para todas as concentra¢gdes ensaiadas, o
perfil obtido da diminuicdo da intensidade de fluorescéncia/aumento de anisotropia foi
semelhante ao obtido para o controlo da peroxidagao.

Os restantes AINEs em estudo, assim como o trolox, usado como antioxidante
de referéncia, mostraram ser capazes de proteger a sonda da oxidacao pelos radicais
peroxilo, de um modo dependente da concentracdo, quer pelas determinag¢des da
intensidade de fluorescéncia, quer pelas de anisotropia de fluorescéncia. Nas Figuras

5.7 e 5.8 apresenta-se o comportamento obtido para os AINEs etodolac, piroxicam e
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tenoxicam e para o antioxidante de referéncia face aos radicais ROO® gerados na fase

aquosa.
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Figura 5.6 A: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidacdo das membranas de
esplenécitos, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH, a 37° C, e perante a
adicao de diferentes concentragdes de clonixina (A: (1) 0; (2) 55; (3) 111; (4) 222 uM) e
indoprofeno (B: (1) 0; (2) 24; (3) 85; (4) 170 uM). B: Comparagéo da anisotropia relativa obtida
nas mesmas condicdes descritas para A, para o ensaio controlo da peroxidacédo (M) e na
presenga dos AINEs clonixina ( ; 222 pM) e indoprofeno (4; 170 uM).
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Figura 5.7: Fluorescéncia relativa observada durante a peroxidagdo das membranas de
esplendcitos, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH, a 37°C, e perante a
adicao de diferentes concentragdes de etodolac (A; (1) 0; (2) 5; (3) 10; (4) 21; (5) 84, (6) 169
puM), piroxicam (B: (1) 0; (2) 12; (3) 25; (4) 50 uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 27; (3) 53; (4) 106
uM) e trolox (D; (1) G; (2) 2, (3) 5; (4) 9; (5) 18 uM).

313




Actividade antioxidante e efeito dos AINEs na fluidez membranar de esplenécitos

1,4

Anisotropia relativa
Anisotropia relativa

Anisotropia relativa
Anisotropia relativa

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 5.8: Anisotropia relativa observada durante a peroxidagdo das membranas de
esplendcitos, com a sonda DPH-PA incorporada, induzida pelo AAPH, a 37° C, e perante a
adicao de diferentes concentragdes de etodolac (A; (1) 0; (2) 21; (3) 84; (4) 169 uM), piroxicam
(B: (1) 0; (2) 12; (3) 25, (4) 50 uM), tenoxicam (C: (1) 0; (2) 27; (3) 53; (4) 106 uM) e trolox (D;
(1) 0;(2) 5 (3) 9; (4) 18 uM).

Embora ndo seja tdo evidente como nos estudos efectuados com LUVs,
principalmente nos resultados obtidos para a anisotropia de fluorescéncia (Figura 5.8),
se se observarem os perfis obtidos nos decréscimos da intensidade de fluorescéncia,
também se pode concluir que os AINEs nao retardaram o decaimento da intensidade
de fluorescéncia (Figura 5.7), mas alteraram a cinética da peroxidagdo, que nao
ocorreu até a perda total de fluorescéncia da sonda DPH-PA obtida no ensaio apenas
com o iniciador da peroxida¢do, mas houve uma estabilizagdo desse efeito mais cedo
do que o que ocorreu no ensaio controlo de peroxidagéo.

A eficacia dos AINEs estudados e do trolox pode ser comparada e ordenada
tendo em conta os seus valores de ICs (concentragdo de cada composto necessaria

para que a razdo referida apresente um valor de 15%) obtidos pelas rectas de
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regresséo geradas na representacao grafica da razéo (AUC ANErTroiox-AUC aapH)/AUC anpH
ou (AUCaap-AUCANETroio)/AUCaspH versus concentragdo usada para cada um dos
farmacos e para o antioxidante de referéncia, nos ensaios de fluorescéncia e de
anisotropia de fluorescéncia, respectivamente (Figura 5.9). Na Tabela 5.3 estao
incluidos os valores de IC4s obtidos para cada um dos AINEs e para o antioxidante de
referéncia trolox.

Pela analise da Tabela 5.3 e da Figura 5.9, é possivel ordenar os compostos
em termos de eficacia, para ambos os estudos de fluorescéncia e de anisotropia de
fluorescéncia, do seguinte modo: trolox > etodolac > tenoxicam > piroxicam. Assim, 0s
resultados apresentados estido de acordo com os resultados obtidos nas bicamadas

lipidicas de lipossomas de EPC.

N
o
J
>
AAPH
N
o
)

w
o
1
-
»
i

12+

-
o
i

% (AUCAINE/Trolux-AUCAAPH)/ AUC,,,
N
o

% (AUC,.,- AUC, o0 AUC 45
[+=]

\

90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
[AINE/Trolox] (uM) [AINE/Trolox] (pM))

o
w
o
[+2]
[«

Figura 5.9: Regressao linear entre a percentagem da raz&o (AUCainerrolox-AUC aapr)/ AUC aspH ©
(AUCaapr—AUCanemroox)/AUCAnpr € as concentragdes usadas de AINEs e trolox, obtidas,
respectivamente, no estudo de decaimento da intensidade de fluorescéncia (A) e aumento da
anisotropia (B). ( ) tenoxicam; () piroxicam; (M) etodolac; e ( ) trolox. Os valores da razdo
referida foram calculados a partir dos resultados de trés experiéncias (média + desvio padrao).
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Tabela 5.3: Valores de ICy5 (+ desvio padréo) obtidos para o trolox e AINEs estudados em trés
ensaios independentes de fluorescéncia e de anisotropia para a avaliacdo da actividade
antioxidante pela sonda DPH-PA, a partir da equagdo das rectas de regressdo das
representacdes graficas % (AUC aneroiox-AUC anpr)/ AUC anpH ou (AUCanpH-
AUCanerTioox)/AUC aapn versus concentracao dos respectivos compostos.

IC1 5
Compostos o ) )
Fluorescéncia  Anisotropia
Indoprofeno * *
Clonixina * *

Etodolac 58,0+ 3,9 137,3+ 10,3

Piroxicam n.a.** na**
Tenoxicam 79,8 + 5,0 na**
Trolox 90+14 13,2+ 35

*sem actividade
**ndo atinge

5.5. CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos nos estudos de fluidez membranar e de
avaliagcdo da actividade antioxidante dos AINEs na peroxidagéo lipidica induzida pelos
radicais peroxilo sdo concordantes com os obtidos em lipossomas usados como
modelos membranares. De facto, em ambos os estudos, os AINEs, de uma maneira
geral, mostraram capacidade para aumentar a fluidez das membranas e de inibig&o da
peroxidacao lipidica. Por este motivo, os estudos referidos constituem uma importante
ferramenta na analise in vitro. Adicionalmente, o exposto mostra que os estudos in
vitro com lipossomas unilamelares de EPC representam uma mais valia, pois é
possivel, através de sistemas mais facilmente manuseaveis, prever o que podera
ocorrer in vivo. Contudo, deve-se ter sempre presente as limitagdes de tal correlagéo.
Com efeito, estes estudos ndo evitam a necessidade da realiza¢do de ensaios em
sistemas bioldgicos reais, os quais sdo pouco abundantes na literatura.

Os resultados obtidos no estudo efectuado para avaliar as alteragdes da fluidez
membranar resultantes da interaccdo farmaco/membrana mostraram que os anti-

inflamatorios clonixina, indometacina, piroxicam e tenoxicam foram capazes de
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diminuir a microviscosidade das membranas de uma forma dependente da
concentragao. Para os AINEs diclofenac, etodolac e indoprofeno ndo se observou
qualquer influéncia na propriedade fisica sob estudo, nas condigbes experimentais
utilizadas. De todos os AINEs testados, o tenoxicam foi o que induziu uma maior
perturbacdo do estado fisico da membrana considerado.

As conclusdes obtidas no estudo de anisotropia diferiram, contudo, das de
outros autores, que estudaram o efeito da indometacina em modelos das membranas
celulares preparados a partir de homogeneizados tecidulares [7, 13]. Com efeito,
esses autores deduziram que o farmaco referido tinha um efeito estabilizante das
membranas, ao contrario dos resultados aqui apresentados. Estas conclusdes
antagénicas estéo relacionadas com o tratamento dos resultados obtidos no estudo da
anisotropia de estado estacionario. De facto, a interpretacdo dos resultados, pelos
autores acima mencionados, foi feita simplesmente pela observagdo do aumento dos
valores de anisotropia experimentais (rss). Assim, & necessario ter atengdo na
interpretacdo dos resultados obtidos com sondas fluorescentes apresentados na
literatura, uma vez que a sonda, por si mesma, influencia consideravelmente os
resultados, pela variagio do seu tempo de vida no estado excitado.

Finalmente, o estudo efectuado para avaliar a actividade antioxidante dos
AINEs face ao radical peroxilo revelou que, ao contrario do indoprofeno e da clonixina,
todos os outros farmacos demostraram capacidade para inibir a propagacdo da
peroxidagdo lipidica, de um modo dependente da concentragcdo. O AINE que
apresentou maior eficacia antioxidante foi o etodolac, apesar do tenoxicam ter-se
revelado o mais eficaz em fluidificar a membrana. Com efeito, tendo em conta a
existéncia de uma relacéo entre a capacidade dos compostos alterarem a fluidez da
membrana e a proporgao de peroxidagao lipidica sugerida por varios autores [18, 19],
poderia-se pensar que o tenoxicam deveria ser o mais eficaz. Com efeito, encontra-se
na literatura varios exemplos de compostos que apresentam actividade antioxidante
apenas pela modificagao das propriedades fisico-quimicas das membranas [3, 20, 26,
44]. Contudo, quando os radicais sdo gerados na fase aquosa, a prevengao do ataque
inicial dos radicais as membranas celulares representa um papel essencial na defesa
antioxidante das biomembranas, pois a peroxidagéo lipidica, uma vez iniciada, € uma
reac¢ao autocatalitica. De facto, € do conhecimento geral que apenas uma espécie
reactiva de oxigénio pode provocar a conversao de centenas de acidos gordos em
hidroperéxidos lipidicos, ou seja, apds a formacado de um radical alquilo pelo radical

livre ocorrem uma série de reacgdes que originam novas espécies radicalares capazes

317



Actividade antioxidante e efeito dos AINEs na fluidez membranar de espiendcitos

de iniciar novos processos de peroxidagao [36, 45]. Deste modo, ha todo o interesse
que um antioxidante seja capaz de impedir a iniciagdo da peroxidagéo lipidica. Assim,
apesar do etodolac ndo ser to lipossolivel como os oxicamos e ser incapaz de
provocar uma alteragéo significativa da fluidez membranar apresenta-se muito eficaz
na captura dos radicais livres gerados na fase aquosa, como demonstrado noutros
estudos efectuados para a elaboragao desta dissertagio e presentes na literatura [30].

Os estudos efectuados, nomeadamente a influéncia dos AINEs na fluidez da
membrana e a avaliagdo da sua actividade antioxidante, sdo fundamentais para a
compreensdo do mecanismo de acgdo destes farmacos. Por um lado, as modificagbes
do estado fisico da bicamada lipidica das membranas provocam alteragbes da
actividade de enzimas membranares, dos receptores ligados @ membrana e da
permeabilidade dos canais de ides responsaveis pela homeostasia das células [5], que
podem contribuir ou serem mesmo os reponsaveis por determinados efeitos
terapéuticos. E, por outro lado, a actividade antioxidante apresentada pelos AINEs
podera constituir um mecanismo de ac¢do que actue sinergicamente com 0s seus
reconhecidos efeitos de inibicdo da actividade das enzimas ciclooxigenase e
lipoxigenase [46, 47], pela prevencédo da propagacdo e da perpetuacdo dos danos
oxidativos nos tecidos, nas reacgdes inflamatorias agudas e crénicas in vivo. De facto,
ha uma crescente evidéncia que as espécies reactivas de oxigénio e os resultantes
danos oxidativos estdo envolvidas na origem ou agravamento de diversas doencgas

inflamatorias e degenerativas [48].
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CAPITULO 6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste capitulo sdo apresentadas algumas consideragdes finais resultantes da
analise das conclusbes de cada trabalho realizado na elaboragdo da presente
dissertacéo.

O principal objectivo do trabalho realizado centrou-se no estudo da interac¢ao
dos AINEs diclofenac, clonixina, etodolac, indoprofeno, piroxicam e tenoxicam com
lipossomas, usados como modelos membranares, bem como a sua localizagéo
membranar e actividade antioxidante. Alguns estudos realizados com vesiculas
lipossomicas foram também executados na presenca de esplendcitos, nomeadamente
a determinagdo da influéncia dos AINEs na fluidez membranar e a actividade
antioxidante face a radicais peroxilo gerados na fase aquosa. Estes ultimos estudos
foram realizados para validar os resultados obtidos com lipossomas e, de facto,
mostraram que o comportamento dos farmacos, na presenca de membranas celulares
ou lipossomas, apresenta uma tendéncia semelhante. Deste modo, mais uma vez se
verifica que os lipossomas constituem ferramentas valiosas para o estudo da
interaccao de farmacos com as membranas.

Inicialmente, foi quantificada a interacgdo farmaco/lipossoma pela
determinacéo do coeficiente de particdo, que fornece uma indicagéo da lipofilia dos
AINEs e da sua capacidade para penetrar no interior e/ou passar através das
membranas. Os resultados obtidos pelas diversas metodologias descritas, utilizando
lipossomas unilamelares de EPC, sem ou com a incluséo de colesterol na sua
constituicdo, estdo sumariados na Tabela 6.1. As metodologias independentes
utilizadas para a determinagdo do coeficiente de particido dos AINEs estudados
permitiram comparar os resultados obtidos entre as mesmas e verificar a tendéncia

dos anti-inflamatorios para a interacgdo com as membranas celulares.
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Tabela 6.1: Resumo dos valores de coeficiente de particdo do diclofenac, clonixina, piroxicam,
tenoxicam, etodolac e indoprofeno obtidos com lipossomas unilamelares de EPC, contendo ou
nao colestero!, por diversas metodologias, a 25°C.

Espectrofotometria derivativa Desactivago
de Potencial-zeta
AINEs EPC EPC + EPC + fluorescéncia (EPC)
10% colesterol|40% colesterol (EPC)
pH 3,0 pH 7,4 pH 10,3 pH 7.4 pH7,4 pH 7,4 pH 7.4
Diclofenac | 26000 1200 1100 870 300 1170 1070
Clonixina 530 660 870 590 270 670 580
Piroxicam 2700 2680
Tenoxicam 2300 2320
Etodolac
indoprofeno

Pela observacdo da Tabela 6.1, é possivel verificar que os resultados obtidos
pelos diversos métodos, a um valor de pH igual a 7,4, foram semelhantes. Atendendo
a diferenca das constantes de acidez dos AINEs estudados, as quais foram
determinadas quando n&o existia na literatura referéncia aos seus valores, é possivel
verificar que os valores de K, obtidos apontam para uma interacg¢éo superior da forma
neutra dos farmacos. Assim, o diclofenac, que existe predominantemente na forma
neutra, a um valor de pH igual a 3,0, apresentou uma maior interaccdo com os
lipossomas a esse valor de pH do que a valores de pH iguais a 7,4 e 10,3, nos quais
se encontra praticamente todo ionizado. Relativamente a clonixina, & possivel
observar que a sua afinidade para as membranas lipidicas ndo variou drasticamente
com a variacdo do valor de pH, uma vez que se encontra ionizada em todo o intervalo
de pH considerado. Contudo, o menor valor de K, a um valor de pH igual a 3,0 podera
dever-se as repulsdes electrostaticas entre as formas de clonixina carregadas
positivamente e a superficie membranar também positiva. Por outro lado, a analise
dos resultados de K, obtidos a um valor de pH igual a 7,4, para os AINEs diclofenac e
clonixina, na presenga de concentracdes crescentes de colesterol em LUVs de EPC,
permitiu verificar que ocorria uma diminuigdo da particdo dos mesmos a medida que a
concentracéo do colesterol nos lipossomas aumentava. Esta diminuicédo deve-se ao
papel do colesterol nas membranas, que € justamente usado para reduzir a difusdo

dos farmacos nas vesiculas.
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Quanto aos oxicamos estudados, verificou-se que estes farmacos apresentam
uma maior particdo comparativamente a obtida para os AINEs anteriores, dado que
sdo ides dipolares estaveis a um valor de pH igual a 7,4 e, consequentemente, mais
hidréfobos que as formas carregadas negativamente do diclofenac e clonixina
presentes maioritariamente a esse valor de pH.

Para o etodolac e o indoprofeno néo foi possivel a determinagao do valor de K,,
nas condigoes experimentais estabelecidas. No que respeita ao etodolac, a
inexisténcia de um valor de particdo estara relacionada com as ‘“elevadas”
concentragdes necessarias para se observar uma interacgao significativa deste AINE
com os lipossomas, que sdo superiores as concentragdes utilizadas na realizagdo dos
ensaios espectrofotométricos para a determinagéo do valor de K,. Relativamente ao
indoprofeno, em todos os estudos efectuados nesta dissertacdo, ndo houve nenhum
resultado que indiciasse uma possivel interacgdo entre este derivado do acido
propiénico e as membranas.

Com base no exposto, a maior ou menor hidrossolubilidade ou lipossolubilidade
dos AINEs estudados é dependente do valor de pH. Assim, o valor de pH da fase
aquosa condiciona o grau de ionizagdo de um determinado farmaco e,
consequentemente, o coeficiente de particao, o qual, por sua vez, regula a capacidade
dos compostos atravessarem a membrana.

Os estudos de desactivagdo de fluorescéncia de sondas fluorescentes
permitiram ndo s6 a determinagdo dos coeficientes de particdo, como também o
estudo da localizacdo dos farmacos estudados na membrana. Os resultados sugerem
que os grupos carregados dos farmacos estabelecem interacgbes electrostaticas com
os grupos colina e/ou fosfato da fosfatidilcolina, que funciona como ancora de fixagao
da molécula a membrana, enquanto que o resto da molécula se deve interdigitar por
entre as caudas hidrofébicas dos fosfolipidos. Deste modo, o diclofenac, a clonixina e
o etodolac encontram-se, praticamente na sua totalidade, na forma negativa, a um
valor de pH igual a 7,4, como referido anteriormente, e devem estabelecer interac¢des
electrostaticas com o grupo colina carregado positivamente, enquanto que os
oxicarnos estudados, sendo ibes dipolares estaveis a esse valor de pH, devem
interactuar electrostaticamente através dos seus grupos enol desprotonado, carregado
negativamente, e piridina, carregado positivamente, com o grupo colina e o grupo
fosfato, respectivamente. Foi ainda possivel verificar que todos os AINEs referidos
conseguem penetrar profundamente na membrana fosfolipidica, o que parece

constituir um requisito importante para a actividade anti-inflamatéria. Para o
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indoprofeno nao foi possivel inferir acerca da sua localizagdo na membrana, uma vez
que nado se observou desactivagdo de fluorescéncia, em todo o intervalo de
concentracdes usado na realizagio dos varios ensaios.

A avaliagdo do diametro, do potencial-zeta e da fluidez da membrana dos
lipossomas permitiu verificar se a interaccdo AINE/membrana se traduzia em
alteragées na membrana do lipossoma. Assim, enquanto que a interacgdo de todos os
AINEs estudados com os LUVs ndo conduziu a uma alteragdo do tamanho médio das
vesiculas, o mesmo nao foi observado para o potencial-zeta e microviscosidade
membranar.

A avaliacdo das propriedades electrostaticas da membrana na presenga dos
farmacos em estudo permitiu concluir que a interacgdo entre os AINEs diclofenac,
clonixina e etodolac (para o tenoxicam, piroxicam e indoprofeno nao se verificou uma
descida significativa dos valores de potencial-zeta) e os lipossomas se traduzia numa
clara alteracédo das propriedades eléctricas da membrana do lipossoma. Esta variagao
do potencial de membrana, para valores mais negativos, podera ter consequéncias a
nivel biolégico, metabdlico e bioquimico, e ser, em Uultima analise, responsavel por
muitos dos efeitos apresentados pelos farmacos.

Os estudos de anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario, realizados
para avaliar os efeitos dos AINEs na microviscosidade interna das membranas,
mostraram que os AINEs tenoxicam, piroxicam, clonixina e etodolac apresentam
capacidade para aumentar a fluidez membranar, enquanto que o diclofenac, pelo
contrario, & capaz de provocar uma diminuigdo dessa e o indoprofeno parece nao ter
habilidade para provocar qualquer alteragdo ao nivel da propriedade fisica da
membrana em questdo. A ordem de eficacia obtida na fluidificagdo membranar
(tenoxicam > piroxicam > clonixina > etodolac) esta de acordo com a extensdo de
particdo determinada para cada AINE, pois um farmaco possuidor de um valor de K;
mais elevado tera maior capacidade de penetrar e perturbar a ordem dos lipidos
circundantes. Os estudos de anisotropia de fluorescéncia realizados com as sondas
n-AS (n = 2, 6, 9 e 12) também permitiram avaliar a influéncia de um determinado
farmaco a diferentes profundidades da membrana. A clonixina e os oxicamos foram
capazes de fluidificar a membrana em todos os graus de profundidade, enquanto que
para o etodolac tais efeitos s6 foram observados ao nivel da localizagio das sondas
12-AS e 9-AS. O diclofenac, por sua vez, apenas mostrou capacidade para enrigecer a
membrana no local onde se situa a sonda 2-AS, nao ocorrendo uma perturbagéo

significativa da fluidez membranar a profundidades superiores.

330




Consideragdes finais

A avaliagdo da actividade antioxidante dos anti-inflamatérios ndo esterdides
consistiu na execugdo de um conjunto de ensaios in vitro, que permitiu estudar a
capacidade destes compostos na prevengdo da propagacéo e da perpetuagdo dos
danos oxidativos nos tecidos, importantes na patogénese de diversas doengas, como
a artrite reumatéide.

Os ensaios realizados na presenca dos radicais estaveis do ABTS e do DPPH
em solucdo etandlica, mostraram que os AINEs apresentavam diferentes eficacias

antioxidantes de acordo com o radical presente em solugdo. Assim, nos ensaios
efectuados com o radical ABTS™, verificou-se que o diclofenac, o etodolac, o
tenoxicam e o piroxicam apresentavam actividade antioxidante, enquanto que a
clonixina e o indoprofeno ndo possuiam efeito captador do radical ABTS®' e,

relativamente ao radical DPPH®, apenas o tenoxicam e o piroxicam, os mais eficazes
do ensaio anterior, mostraram capacidade captadora deste ultimo radical. Por outro
lado, no estudo realizado para avaliar a capacidade dos AINEs na prevengédo da
oxidacdo do ADN, apenas o etodolac e o tenoxicam foram capazes de reduzir a
oxidacdo da base do ADN 2'-dG, pelos radicais hidroxilo, tendo-se mostrado o
etodolac mais eficaz que o tenoxicam.

Na avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs pela sonda fluoresceina, na
auséncia ou na presenca de LUVs de EPC, todos os anti-inflamatérios em estudo
apresentaram efeito captador do radical ROO®°, de uma forma dependente da
concentragdo, excepto o diclofenac, cuja eficacia antioxidante nao foi possivel
determinar neste e nos outros ensaios efectuados com o AAPH, devido a formagéo de
um precipitado quando, ao meio reaccional, se adicionava esse indutor. Em ambos os
ensaios realizados com a sonda fluoresceina, a ordem de eficacia era a mesma se se
considerasse as concentragbes totais dos compostos adicionadas ao sistema
reaccional. Contudo, se no estudo da avaliagdo da actividade antioxidante dos AINEs
pela sonda fluoresceina na presenca de LUVs de EPC, apenas a concentragdo na
fase aquosa dos farmacos fosse tida em conta, a ordem de eficacia era diferente da
obtida com as concentragdes totais e, consequentemente, com a obtida no ensaio com
a sonda fluoresceina na auséncia dos lipossomas. Assim, o piroxicam era o composto
para o qual se obtinha um menor valor de ICq, no caso de apenas as concentragdes
aquosas dos compostos serem consideradas, e, pelo contrario, tendo em conta as

concentragdes totais, era o etodolac.
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Os AINEs estudados também apresentaram, de uma forma dependente da
concentracio, efeito captador do radical ROO®, gerado pelo AAPH, quando essa
actividade era avaliada pela desactivagdo de fluorescéncia da sonda HDAF. O
composto mais eficaz, com um menor valor de ICs, foi 0 etodolac.

A avaliacdo da actividade antioxidante face ao mesmo radical ROQ’, gerado na
fase aquosa, pela monitorizagdo da degradacdo peroxidativa da sonda DPH-PA por
estudos de fluorescéncia e de anisotropia de fluorescéncia, mostrou que, dos AINEs
testados, apenas a clonixina e o indoprofeno ndo apresentaram actividade
antioxidante. O etodolac foi o que apresentou um menor valor de ICs,. Contudo,
quando o radical peroxilo era gerado pelo composto azo AMVN no interior da
bicamada lipidica e a actividade antioxidante igualmente avaliada pela sonda DPH-PA,
apenas o indoprofeno ndo apresentava actividade antioxidante e o composto mais
eficaz era o tenoxicam. Os AINEs, assim como os antioxidantes de referéncia trolox e
vitamina E, mostraram-se mais eficazes quando os radicais ROO® eram gerados na
fase aquosa do que quando gerados no interior da bicamada lipidica.

Todos os AINEs em estudo, com excepgado do indoprofeno, foram capazes de
inibir a peroxidacao lipidica induzida pelo radical HO®, de um modo dependente da
concentracéo. O etodolac foi 0 que se mostrou mais eficaz, apresentando um valor de
IC4s inferior ao dos restantes AINEs. Neste estudo, ao contrario do estudo efectuado
na presenca da sonda DPH-PA e dos radicais ROO® gerados na solugdo aquosa, 0s
AINEs apresentaram um perfil de inibicdo da peroxidacdo lipidica semelhante ao
obtido para o antioxidante de referéncia. De facto, os AINEs em estudo, assim como o
trolox, parecem ser capazes de inibir a iniciagdo da peroxidacgdo lipidica, visivel pela
formacdo de um patamar nas representacdes graficas fluorescéncia relativa versus
tempo. A elevada reactividade dos radicais HO®, comparativamente a dos radicais
ROQ®, deve ser a responsavel pelos resultados obtidos, pois, apds a sua formacéo, os

radicais HO® reagem rapidamente com as moléculas, como os AINEs, que estejam na

sua proximidade. Adicionalmente, a menor eficiéncia dos radicais HO® em iniciar a
peroxidacéo lipidica, pela formagdo de espécies “nédo classicas” da propagagéo da
peroxidacao lipidica, pode também ter contribuido para os resultados obtidos neste
estudo.

Por ultimo, a execucdo de determinados estudos em sistemas celulares,
nomeadamente de fluidez membranar e de avaliagdo da actividade antioxidante pela

sonda DPH-PA na peroxidagéo lipidica induzida pelo AAPH, como referido
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anteriormente, permitiu a validagdo dos resultados obtidos com os lipossomas. Com
efeito, mais uma vez se demonstra que os lipossomas constituem modelos valiosos
das membranas bioldgicas, pois o0s resultados obtidos nos dois sistemas
membranares sio semelhantes.

Nos estudos de fluidez membranar, na presenga de esplendcitos, o AINE que
apresentou maior capacidade de fluidificagdo membranar foi o tenoxicam. Para o
diclofenac, etodolac e indoprofeno nado se observou qualquer alteragdo da
microviscosidade das membranas. Por outro lado, nos estudos de avaliagdo da
actividade antioxidante dos AINEs pela sonda DPH-PA na peroxidagao lipidica
induzida pelo AAPH o anti-inflamatério mais eficaz foi o etodolac, enquanto que a
clonixina e o indoprofeno nao apresentaram uma actividade antioxidante mensuravel.

Com base no exposto, & possivel concluir que o mecanismo de acgdo dos
farmacos esta intimamente dependente da sua estrutura quimica e da sua capacidade
de interacgéo com sistemas biolégicos, nomeadamente com as membranas celulares,
que definem fisica e funcionaimente a unidade basica da vida, ou seja, a célula. Foi
também possivel observar que as interacgdes farmaco/membrana dependem
simultaneamente das propriedades das préprias membranas, determinadas pela
respectiva composi¢do e carga, mas também das propriedades fisico-quimicas dos
farmacos. De facto, a actividade biologica dos farmacos € muitas vezes condicionada
pelas suas propriedades acido-base, ja que o grau de ionizagdo das moléculas esta
intimamente ligado a lipossolubilidade que, por sua vez, se relaciona com o transporte
através das membranas. Assim, o valor do pH do meio condiciona quer a carga da
membrana, quer a carga do farmaco, e, consequentemente, a sua lipofilia, a qual por
sua vez afecta a particio e também a localizagdo dos diferentes compostos nas

membranas bioldgicas.

Como perspectivas futuras para a continuagdo do trabalho iniciado nesta
dissertagdo, seria interessante a determinagdo dos coeficientes de particdo dos
farmacos com lipossomas de composicdo mais semelhante a existente nas
membranas celulares. Assim, utilizar-se-iam outros fosfolipidos, além da EPC,
proteinas e enzimas membranares, no sentido de uma continua aproximagéo dos
sistemas biologicos reais. Adicionalmente, a incorporagdo na membrana de enzimas
directa ou indirectamente envolvidas na génese dos processos inflamatérios, como as

ciclooxigenases, lipoxigenases e fosfolipases, e a analise de como a interac¢éo dos
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farmacos com a membrana ou directamente com as enzimas influenciaria a actividade
enzimatica poderia contribuir para a constante elucidagdo do mecanismo de acgdo dos
AINEs.

A continuacédo da avaliagdo da capacidade antioxidante dos anti-inflamatérios
face a outras espécies reactivas de oxigénio, como o anio radical superéxido (0,"), e

de azoto, como o anido peroxinitrito (ONOQ") e o 6xido nitrico ("NO), seria também
importante para uma melhor compreensado do mecanismo de acgdo dos farmacos em
estudo. Com efeito, as espécies reactivas referidas sdo capazes de oxidar
biomoléculas importantissimas dos sistemas biolégicos vitais, como o ADN, as
proteinas e os lipidos e, portanto, os farmacos que auxiliem os sistemas antioxidantes
celulares a neutralizar tais espécies contribuem para a prevencao e cura de um grande
numero de doengas.

Uma outra perspectiva interessante seria avaliar a actividade anti-cancerigena
dos AINEs numa linha celular tumoral. E, por fim, avaliar como determinadas acc¢des
bioldgicas dos AINEs, como por exemplo, a alteragdo da microviscosidade membranar
e do potencial de membrana, contribuem para a sua actividade anti-inflamatoéria na
presenca de células estimuladas envolvidas no processo da inflamacdo, como os

macroéfagos.
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