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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é um exemplo de doenca tropical negligenciada que
apresentou uma incidéncia no Brasil de 75 mil novos casos em 2010. O pais ocupa
a 192 posicdo entre os paises responsaveis por 80% do total de casos desta doenca
no mundo (OPAS/OMS, 2010). A TB também é a 72 causa dos maiores custos com
internacdo no Sistema Unico de Salide nacional por doenca infecciosa, tornando-a
um grave problema de saude publica (PNCT/MS, 2009).

Estes indices podem ser agravados pelo desenvolvimento de resisténcia do
agente patogénico da TB, o Mycobacterium tuberculosis, causado pelo uso
indiscriminado dos farmacos de primeira linha usados no tratamento da doenca. A
resisténcia do M. tuberculosis ao tratamento medicamentoso convencional contribui
de forma significativa para que a TB seja a maior causa de mortalidade em
pacientes HIV positivos (FASSIHI et al., 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude propbe estratégias para reduzir os
qguadros de resisténcia dos agentes patolégicos aos medicamentos. Estas constam
de: i) sintetizar novas substancias ativas e i) produzir novos sistemas
farmacolégicos/nanotecnoldgicos com uso de carreadores lipidicos (WANG et al.,
2002). Um candidato a farmaco promissor € a R- ricinoleilpirrolidilamida (RPA),
demonstrada na Fig. 1, que vem apresentando atividade satisfatéria contra cepas de
M. tuberculosis resistentes a terapia farmacologica com isoniazida (MONTES D"OCA
et al., 2010)

Figura 1 - Estrutura da ricinoleilpirrolidilamida (RPA)

Dentre os carreadores lipidicos que podem incorporar substancias anti-TB
e assim compor os sistemas farmacologicos, citam-se os lipossomos (SANTOS et
al.,, 2002). (Fig. 2A). Estes constam de associa¢gfes coloidais de lipidios anfipaticos
em forma de concha esférica (OHVO-REKILA et al., 2002). Os lipossomos s&o
geralmente compostos por fosfatidilcolinas (Fig. 2B) (GURSOY et al.,1994).

Esta estabelecido que a incorporacdo de substancias ativas como a RPA
pode provocar alteragbes nas propriedades fisico-quimicas dos lipossomos. Desta
forma torna-se importante estudar o efeito destas substancias na dinamica molecular
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e topologia de lipossomos. Este trabalho teve por objetivo incorporar a RPA em
lipossomos compostos por dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e caracterizar as
interacbes farmaco-lipidio através de técnicas instrumentais nao-invasivas, como
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Calorimetria
de Varredura Diferencial (DSC), e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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Figura 2- (A)-Representacéo esquematica de lipossomos; (B)- Estrutura de
fosfatidilcolinas.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1. Preparacdo dos lipossomos: Os lipossomos foram preparados pelo método de
hidratacdo de vesiculas, na presenca e na auséncia de RPA (Fig.3) (HOPE et al.,
1986).
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Figura 3 — Método de hidratac¢éo de vesiculas.

2.2. Quantificacdo de RPA incorporada nos lipossomos: A RPA incorporada nas
membranas foi quantificada, a partir do seu efluxo no meio da reacdo apos a
dissolucdo da membrana por Triton X-100, monitorado por espectroscopia de UV-
visivel.

2.3. Estudos com FTIR: Os estudos com FTIR foram realizados através do uso de
cristal de HATR de ZnSe, onde foram depositadas as amostras. Os interferogramas
foram obtidos através de 50 varreduras de 400 a 4000 cm™. A influéncia de RPA nos
alargamentos e deslocamentos dos picos do espectro de FTIR, referentes a grupos
especificos dos lipidios foi analisada.

2.4. Experimentos com DSC: nos estudos com DSC, os lipossomos na auséncia e
na presenca da RPA foram submetidos a varreduras efetuadas a uma velocidade de
10°C/min, em faixa de temperatura -10°C a 60°C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de FTIR dos lipidios na presenca da RPA demonstraram que
esta provocou um deslocamento para maiores numeros de onda dos estiramentos
axiais assimétricos caracteristicos dos grupos PO? e C=0 de DMPC (Tab.1). N&o
foram observadas alteracdes induzidas por RPA em outros grupos funcionais de
DMPC por FTIR. Tal resultado indica que a RPA pode estar localizada na interface
do lipidio.

Numero de Onda (cm %)
Grupo DMPC DMPC + RPA Variagao
c=0 1734,01 1735,93 1,92
PO, 1226,73 1230,58 3,85

Tabela 1- Deslocamentos de nimeros de ondas referentes a bandas de estiramentos axiais dos
grupos PO? e C=0 de dimiristoilfosfatidilcolina na auséncia (DMPC) e na presenca de
ricinoleilpirolidilamida (DMPC + RPA).

Os resultados de DSC (Fig.4) demonstram que a RPA provocou a diminui¢ao
nos valores de entalpia (AH), bem como a diminuicdo no valor da temperatura de
transicdo de fase principal (Tm) das membranas lipidicas (Tab. 2). Tal reducéo
correspondeu a 18,2 % e 9,7% de AH e Tm de DMPC, respectivamente. Isto indica
gue a RPA parece induzir um aumento da desordem, e da dinamica das membranas
lipidicas. Ao se localizar na parte intermediaria da membrana, conforme visto por
FTIR, a RPA pode estar diminuindo as interacbes entre as cadeias lipidicas,
podendo aumentar a permeabilidade e a fluidez da membrana (de LIMA et al., 2010).
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Figura 4- Curva de DSC de lipossomos de DMPC, na presenca de RPA

4 CONCLUSAO

4.1. De acordo com os estudos de FTIR, a RPA interage com o grupo PO2 e C=0 de
membranas de DMPC, indicando influéncia na parte intermediaria do lipidio;
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4.2. A RPA parece promover um aumento da dindmica dos lipideos de DMPC,
observada através das curvas de DSC obtidas. Ao se localizar na parte
intermediaria, pode estar diminuindo as interagbes entre as cadeias lipidicas
podendo aumentar a permeabilidade e a fluidez da membrana(SEVERCAN et
al.,2005).
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