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Resumo

Os terpenos sao uma classe muito promissora de facilitadores de permeacao da
pele devido aos seus baixos potenciais de irritacao na pele. Neste trabalho utilizamos a
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (RPE) do pequeno marcador de
spin di-terc-butil nitréxido (DTBN) que particiona na fase aquosa e hidrocarbonica, para
estudar a interagdo dos terpenos a-terpineol, 1,8-cineol, L(-)-carvona e (+)-limoneno com
a camada superior da pele, o estrato cérneo, e membranas modelos de 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DMPC) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC). Os espectros
de RPE indicaram que os terpenos aumentam o coeficiente de particao e a taxa de difusao
rotacional do marcador de spin nas membranas de estrato cérneo, enquanto que para as
bicamadas de DMPC e DPPC o efeito foi semelhante somente nas temperaturas abaixo da
fase liquido-cristalina. O parametro de EPR associado a polaridade do marcador de spin
no interior das membranas mostrou mudancas induzidas termotropicamente, sugerindo que
a posicao média da molécula marcada muda com a temperatura e fases das membranas.
Enquanto as bicamadas de DMPC e DPPC mostraram abruptas mudancas nos parametros
da particao e do tempo de correlacao rotacional com as transicoes de fase, as membranas
de EC forao caracterizadas por suaves mudangas em todo o intervalo de temperatura medido,
apresentando as maiores mudancas ou reorganizacoes das membranas na faixa de temperatura
de «~50 a ~74°C. Os resultados sugerem que a terpenos atuando como espagadores dos
lipidios que compoem as membranas, enfraquecem as redes de ligagoes de hidrogénio na
interface polar, e isto leva a um aumento da fluidez dos lipidios do estrato cérneo e, em

conseqiiéncia, a uma maior permeacgao de moléculas polares através das membranas.



Abstract

Terpenes are a very promising class of skin penetration enhancers especially due
to their low potential of irritation in the skin. In this work, we have used the electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of the small spin label di-tert-butyl nitroxide
(DTBN), which partitions the aqueous and hydrocarbon phases, to study the interaction
of the terpenes a-terpineol, 1,8-cineole, L(-)-carvone and (+)-limonene with the uppermost
skin layer, the stratum corneum, and the membrane models of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphatidylcholine (DPPC) and 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC).
The EPR spectra indicated that the terpenes increase both the partition coefficient and
the rotational diffusion rate of the spin labels in the stratum corneum membranes whereas
for DMPC and DPPC bilayers were observed similar effects only at temperatures below
the liquid-crystalline phase. The EPR parameter associated to probe polarity inside the
membranes showed thermotropic induced changes, suggesting relocations of spin probe,
which were dependent of the membrane phases. While DMPC and DPPC bilayers showed
abrupt changes in the partitioning and rotational correlation time parameters at the phase
transitions, the SC membranes were characterized by slights changes in whole interval of
measured temperatures, presenting the greatest changes or membranes reorganizations in
the temperature range of 50 to «~74°C. The results suggest that the terpenes act as spacers
that weaken the hydrogen-bonded network at the polar interface thus fluidizing the stratum
corneum lipids and, in consequence, increase the permeation of small polar molecules across

the membranes.



Capitulo 1

Introducao

A area de liberacao de farmacos através da pele tem recebido notério destaque
nos ultimos anos. Quando a permeabilidade do farmaco é suficiente para alcancar niveis
sanguineos terapéuticos, o tratamento via transdermal é bem mais eficiente e, de menores
efeitos colaterais, em relacao ao de via oral. Recentemente, foi viabilizado o tratamento
transdérmico do mal de Parkinson usando o rotigotina como principio ativo [1]. Os terpenos
tém sido utilizados como facilitadores da permeagcao por serem muito eficientes em aumentar
a permeabilidade do estrato cérneo (EC), a primeira camada da pele e maior limitador da
permeacao. Além disso, os terpenos sao compostos naturais de baixa toxidade. Foi mostrado
recentemente que uma combinagao de terpenos em etanol pode aumentar a permeacao do
AZT, primeiro medicamento anti-HIV aprovado para uso clinico, em até 100 vezes [2].
Compreender os mecanismos dos facilitadores de permeacao na pele é de importancia para o
desenho de novos facilitadores ou, do uso de combinacoes destes. Neste trabalho foi utilizada
a espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) de um pequeno marcador
de spin que pode mimetizar um farmaco. Através dos parametros de RPE foi possivel
analisar a dinamica e particao do marcador de spin nas membranas lipidicas do EC, os
quais em teoria, sao parametros relacionados com a permeabilidade de moléculas através de
membranas. Entretanto, o objetivo deste trabalho nao foi apenas analisar os mecanismos
de acao envolvidos na capacidade dos terpenos em aumentar a permeacao de farmacos no

EC, mas também estudar as propriedades termotrépicas do proprio EC comparando suas
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membranas lipidicas com membranas modelos muito estudadas.

1.1 Histologia da Pele

A pele é um dos maiores érgaos do organismo humano, atingindo 16% do peso
corporal. E constitufda por uma porgao epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e
uma porg¢ao conjuntiva de origem mesodérmica, a derme (Fig. 1.1). Apresenta multiplas
funcgoes, entre as quais, a de proteger o organismo contra os germes patogénicos, gracas
a camada cornea que reveste a epiderme. O fato de o EC ser pouco permeavel a dgua e
outros solutos é de importancia vital, pois permite a manutencao da hidratacao do corpo em
niveis de aproximadamente 70% [3]. Sem o EC a maior parte da dgua do corpo é perdida
rapidamente.

Abaixo da derme, esta um tecido conjuntivo frouxo ou adiposo, sendo denominado
de hipoderme, porém nao é considerado como parte da pele. Mais este se encontra fixado a
pele através de feixes separados e irregulares de fibras coldgenas [4], unindo assim a pele ao
resto do corpo.

A derme é um tecido conjuntivo sobre o qual se apdia a epiderme. Suas células em
maioria sao fibroblastos, cuja principal funcao é sintetizar as fibras estruturais de colageno
e elastina. Na derme se encontram ainda as terminacoes nervosas, os vasos sanguineos e as
glandulas sudoriparas e sebéaceas.

A epiderme é essencialmente constituida por um epitélio estratificado cheio de
filamentos de queratina, de origem ectodérmica. A sua espessura e estrutura varia com
o local, sendo mais espessa e complexa na palma da mao e planta do pé, podendo atingir
espessuras de até 1,5 mm. A primeira camada da epiderme é a basal, que é caracterizada pela
presenca de células prismaticas que repousam sobre a lamina basal a qual separa a epiderme
da derme. Depois vem a camada espinhosa, que apresenta células poligonais cubdides ou
ligeiramente achatadas, de nucleo central com pequenas expansoes citoplasmaticas. Em

seguida vem a camada granulosa, que é caracterizada pela presenca de células poligonais
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Estrato
I Corneo

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Figura 1.1: Figura esquemadtica, mostrando uma pequena fragdo ampliada da pele, com suas
principais camadas.

com nucleo central, nitidamente achatada, cujo citoplasma possui granulos de querato-
hialina associados ao fenomeno de queratinizacao dos epitélios. Apds vem a camada lucida,
caracterizada por uma delgada camada de células achatadas, eosinofilas, hialinas, cujos
nicleos desapareceram. A tltima camada é o EC, ou camada cornea, que é constituida
por células achatadas, anabolicamente mortas e sem nticleo [4](Fig. 1.2). Esta camada sera
estudada com mais detalhes posteriormente.

Como a epiderme esta diretamente exposta ao ambiente externo, acaba recebendo
ataques diretos, tais como a exposicao aos raios ultravioletas, produtos quimicos e microorga-
nismos do ambiente. A radiagdo na regiao ultravioleta é tao agressiva que a defesa do
organismo s6 é possivel devido a capacidade de renovacao do EC. A cada quinze dias apro-
ximadamente o EC é substituido gragcas a um processo de diferenciacao celular terminal
(terminal porque acaba com a morte da célula).

Este processo de diferenciacao celular da epiderme se inicia na camada basal,
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e

Figura 1.2: (a) Fotomicrografia da divisao da epiderme (ALBERTS, BRAY, LEWIS et al., 1997)
[5]. (b) Esquema ilustrando o processo de diferenciagao celular dos queratinécitos, onde as células
tém origem na camada basal e se dividem continuamente, deslocando assim as células para as
camadas mais externas, de forma que a divisao entre as camadas mencionadas no texto nao é
nitida, pelo fato do processo ser continuo.

logo acima da lamina basal, a partir dos queratinécitos que sao ali inicialmente formados.
A principal atividade dos queratindcitos é sintetizar queratinas, que dd a epiderme a sua
resisténcia. Na camada basal elas funcionam como células-tronco que vao se transformando
nas outras células da epiderme e enquanto se diferenciam migram para as camadas mais
externas da pele. Acima das células espinhosas se localiza uma camada delgada de células
granulares, onde os lisossomas liberam enzimas e ocorre a digestao de vérias organelas
citoplasmaticas tais como: mitocondrias, complexo de Golgi e também o nicleo. A partir
deste ponto, as camadas subseqiientes sao inativas metabolicamente, sendo células mortas
sem a presenca de organelas intracelulares. Continuando o processo, estas células sao
reduzidas a camadas achatadas cheias de filamentos de queratina densamente empacotados
[5]. Apds este preenchimento de queratinas, estas células que compoem o EC passam a ser

chamadas de corneécitos. Dependendo da regiao do corpo, o tempo gasto para uma célula
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ser produzida no estrato basal da pele humana e se descamar na superficie é de aproxima-
damente um mes.

Durante a vida humana, as camadas da epiderme sao substituidas milhares de
vezes, sendo que cerca de 0,5 a 1 g aproximadamente da camada cérnea é perdida diariamente.
A velocidade de descamacao das células é a mesma da subdivisao, portanto, para que o
organismo humano compense essa perda didria é necessario que ele sintetize de 50 a 100 mg

de lipidios por dia, sendo a pele um dos 6rgaos dos mamiferos que mais sintetiza lipidios [6].

1.2 O Estrato Corneo
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Figura 1.3: Representacao esquemética do modelo “tijolos e argamassa’representando a estrutura
do EC [9].

A propriedade de barreira fisica da pele dos mamiferos para a difusao de substancias,
incluido a dgua, é atribuida ao EC. No caso do EC humano, a espessura aproximada desta
membrana é de 10 um, podendo chegar até a 500 ym na regiao das palmas das maos e plantas
dos pés. Contém em torno de 10 a 25 camadas de células achatadas destituidas de organelas
citoplasmaticas, anucleadas e anabolicamente mortas. Estas células ricas em filamentos de

queratina se encontram envolvidas em uma matriz lipidica intercelular, cuja composicao se
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constitui, basicamente, de 40% de ceramidas, 25% de colesterol, 25% de dcidos graxos livres
e 10% de sulfato de colesterol [7,8].

A estrutura do EC, conforme esquematizado na Fig. 1.3, foi comparada a uma
parede de tijolos, onde os cornedcitos contendo as proteinas representariam os tijolos e as
camadas lipidicas existentes entre os cornedcitos fariam o papel da argamassa [9].

As principais fungoes do EC podem ser destacadas como: a) exercer o controle da
perda de dgua transpidermal, limitando a permeacgao de substancias em ambas as direcoes,
b) impedir a entrada de microorganismos, c) filtrar a radiagdo ultravioleta proveniente do

Sol e d) contribuir para as propriedades viscoeldsticas da pele.

1.2.1 Organizacao Lipidica e Rotas de Permeagao no Estrato Corneo

A matriz lipidica constitui aproximadamente cerca de 20% do volume do EC
ou 16% de seu peso seco [9]. Devido a um processo de extrusdo, os lipidios polares sao
transformados em lipidios altamente hidrofébicos, sendo que os fosfolipidios sao quase ausentes
no EC [10]. Portanto, a maior classe de lipidios que constitui o EC é a das ceramidas, que
sao resistentes a oxidagao. Isto é importante para a pele devido ao fato de estar diretamente
exposta a radiacao UV e, em contato com as moléculas de oxigénio do ar. Ja os &acidos
graxos, mesmo em quantidade menor, contribuem para que o EC tenha um pH &acido de
aproximadamente 5,5, assim evitando que bactérias possam se alojar sobre a superficie da
pele. Outro lipidio importante no EC é o sulfato de colesterol que é essencial para o processo
de descamagao [11].

No EC humano podem ser detectados nove tipos de ceramidas (Fig. 1.4), cujos
grupos polares podem ser da esfingosina (S), fitoesfingosina (P) ou 6-hidroxiesfingosina
(H), onde as bases dos dcidos nao-hidroxi (N), ou a-hidroxi (A), se encontram ligados ao
nitrogénio da amida. Estes acidos graxos tém comprimento de cadeia varidvel, mas sao
predominantes as cadeias com 24 e 26 atomos de carbono. Também sao observados trés

tipos de acilceramidas, CER1 (EOS), CER4 (EOH) e CER9 (EOP), os quais sao as tnicas
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Figura 1.4: Representagao das estruturas moleculares das ceramidas presentes no EC humano [13].

estruturas que contém acido linoléico quimicamente ligado a um 4cido graxo w-hidroxi (EO),

tendo cadeias de 30 a 32 d4tomos de carbono aproximadamente [12,13].

]
-WJ B g e i s R e s g T
- e -
Vas Pamm—a A o LB+ & o p o Nt
m -'=-~ -y o G 4

’.

Figura 1.5: Micrografia de transmissao eletronica mostrando os padroes de estruturas lamelares
contendo trés, seis, e nove lamelas dentro dos espacos intercelulares do estrato cérneo. Barra =
100 nm [14].

Novas informagoes foram adicionadas por Breathnach et al. [17,18] com estudos
realizados utilizando a técnica de microscopia eletronica de criofratura, mostrando a presenca

de lamelas lipidicas intercelulares entre as células. Em micrografia de transmissao eletronica
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(Fig 1.5) usando o tetréxido de ruténio (RuOy), estas estruturas lamelares aparentam estar
organizadas em unidades trilamelares repetidas, seguindo um padrao de bandas largo-estreito-
largo [14, 15]. Os padroes lamelares freqiientemente vistos incluem trés, seis, ou nove
estruturas lamelares (Fig 1.5) [14,16], sendo que os padroes de trés bandas claras sdo vistos
entre as extremidades adjacentes dos cornedcitos, enquanto os padroes com seis e nove bandas

sao vistos entre as superficies planas e largas de células adjacentes.

IR :° S M
R ”‘"”""‘"‘"J]]H W %WH
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Figura 1.6: Modelo molecular do padrao das trés bandas larga-estreita-larga encontrados por
micrografia de transmissao eletronica de ruténio no estrato cérneo, vistas entre as extremidades
dos cornedcitos adjacentes [14].

Na Fig. 1.6 esta mostrado um arranjo molecular dos lipidios no interior do EC,
de acordo o modelo proposto por Hill e Wertz (2003) [14], tendo o objetivo de explicar o
padrao largo-estreito-largo descoberto por micrografia de transmissao eletronica de tetroxido
de ruténio fixado no EC. Neste arranjo molecular os lipidios (w-hidroxiceramidas) se ligam

covalentemente ao envelope celular do cornedcito (representado por R na figura 1.6). A
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molécula da w-hidroxiceramida possui duas cadeias longas e, neste modelo, uma cadeia
estd ligada ao envelope protéico e a outra que corresponde a esfingosina esta inserida na
lamela central. A regiao onde os lipidios estao ligados covalentemente a superficie celular
dos cornedcitos é representada pelas bandas eletrodensas (simbolizadas pelos retangulos
hachurados externos). As outras faixas eletrodensas sao as dos grupos polares e, as regioes
claras entre os retangulos sao as bandas claras das regides hidrofébicas (as cadeias de

hidrocarbonetos sao transparentes aos elétrons nesse tipo de micrografia de transmissao).

Periodicidade de 13 nm:
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Figura 1.7: Organizacao lipidica na fase lamelar de 13 nm com base no modelo de estrutura
tri-lamelar (figura ao centro) de acordo com a seqiiéncia largo-estreito-largo determinada pela
densidade eletronica da difragao de elétrons (figura a esquerda). O painel da direita corresponde a
imagem obtida por microscopia eletronica de uma célula com queratina, Barra: 100 nm [19].

A difragao de raios-X a baixo angulo indica fases lamelares com periodicidades de
aproximadamente 6 e 13 nm [20], entretanto, somente a fase lamelar de 13 nm foi observada
em todas as espécies estudadas, apresentando predominantemente empacotamentos lipidicos
com estrutura ortorrombica [21]. Em um trabalho mais recente foi mostrada a formacao

da fase de periodicidade longa, pela primeira vez, através de uma mistura de colesterol,

ceramidas sintéticas e dcidos graxos livres [13]. Estas misturas foram preparadas em uma
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proporcao semelhante a encontrada no EC nativo, com o conteido de ceramidas sintéticas
CER1, CER3 e CER4 preparadas em uma relacao molar 1:7:2, respectivamente. A presenca
dos acidos graxos livres foi crucial para alcancar uma organizacao lipidica similar daquela
encontrada no EC nativo de suino e humano. Em outro estudo foi proposto um modelo para
descrever a organizagao dos lipidios intercelulares do EC, onde os lipidios da fase de longa
periodicidade estao organizados em uma estrutura tri-lamelar: duas camadas largas com
uma estrutura cristalina (ortorrombica), separadas por uma camada lipidica central com
dominios fluidos. Este padrao largo-estreito-largo de cadeias hidrocarbonicas corresponde as

imagens obtidas por microscopia eletronica.

Rota intercelular Rota transcelular

)

aquosa Ceramida

Espaco
intercelular | ===

. Lipidios
Lipidiios Colesterol Queratina

Figura 1.8: Rotas de permeacao de farmacos através do estrato cérneo: através da matriz
lipidica, entre os cornedcitos (penetracao intercelular) e através dos cornedcitos e a matriz lipidica
(penetragao transcelular) [22].

A grande parte dos farmacos liberados pelos sistemas transdérmicos sao moléculas

pequenas (Massa Molar < 400 g/mol), potentes (capazes de atingir o efeito terapéutico
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em baixas concentragoes) e ligeiramente lipofilicas [23,24]. Basicamente, um farmaco pode
atravessar o EC através de duas rotas diferentes (Fig. 1.8). Na rota intercelular o fairmaco se
difunde ao redor dos cornedcitos, permanecendo constantemente dentro da matriz lipidica,
enquanto na rota transcelular o farmaco passa diretamente através dos cornedcitos e da
matriz lipidica intercelular intermediaria. A importancia de cada rota de permeacao depende

das propriedades fisico-quimicas dos farmacos.

1.3 Terpenos

Uma forma de facilitar a permeacao de farmacos através da pele é alterar reversi-
velmente a sua fungao de barreira. Para este fim, se faz o uso dos facilitadores de permeacao,
que sao compostos farmacologicamente inativos, mas que podem permear ou interagir com
os constituintes do EC, quando incorporados numa formulacao transdémica e, deste modo,
diminuir a resisténcia da pele & particao do farmaco [22,25]. Mas um facilitador de permeagao
ideal precisa apresentar as seguintes caracteristicas: nao-toxico, farmacologicamente inerte
(que nao sofra metabolismo com a pele), de agao imediata, ndo-irritante, nao alérgico, de a¢ao
reversivel, quimicamente e fisicamente compativel com o farmaco e excipientes e aceitavel
cosmeticamente [26,27].

A acgao dos facilitadores de permeagao ”convencionais” (tais como, élcool e dcidos
graxos) na bicamada lipidica envolve interagoes, tanto nos grupos das cabegas polares dos
lipidios, quanto nas cadeias hidrofébicas da camada Fig. 1.9 [29]. Esta agdo pode ocorrer
através de trés possiveis mecanismos: rompimento da estrutura lipidica altamente ordenada
do EC; aumento da solubilidade do permeante no EC ou aumento da particao do farmaco
no EC.

Dentro da classe dos facilitadores de permeacao, os terpenos tém recebido notoria
atencao, por apresentarem baixo potencial de irritacao. Estes sao constituidos basicamente
de atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio, sendo componentes de Oleos essenciais de

plantas. A sua estrutura quimica consiste de grupos isoprenos (C5Hg) repetidos e é classificada
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Figura 1.9: Representacao esquematica da acao dos facilitadores de permeagao nos dominios

lipidicos [29].

de acordo com o nuimero de grupos isoprenos. Neste trabalho foram estudados quatro ter-

penos diferenciando entre si na capacidade de formar ligagoes com o hidrogénio, sendo dois

receptores de hidrogénio, um doador e o outro um nao formador de ponte de hidrogénio. Sao

eles:

e Carvona, que é um receptor de hidrogénio pertencente a classe das cetonas, sendo

encontrado naturalmente em muitos 6leos essenciais de plantas, é abundante em sementes

de alcaravia (Carum carvi) Fig. 1.10. Gao e Singh compararam o efeito de quatro

terpenos ciclicos (carvona, cineol, mentol e timol), em combinagao com 50% de etanol,

na entrega transdermal de tamoxifena em epiderme de porco. O carvona aumentou
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a permeacao de tamoxifena mais que o cineol, timol e mentol, sendo sugerido que o
carvona poderia causar um possivel rompimento na estrutura intercelular dos lipidios

altamente ordenados do EC [30].

e Cineol, que também ¢é um receptor de hidrogénio, sendo um monoterpeno ciclico do
tipo éter obtido do dleo essencial da folha do Fucalyptus globulus, e outras espécies
de eucalipto Fig. 1.10. Tem sido proposto que o cineol fornece um melhor aumento
de permeantes hidrofilicos [29]. Narishetty e co-autores mostraram que o L-mentol
e o 1,8-cineol quando aplicados em 5% (peso/volume) em 66,6% de etanol como
veiculo podem aumentar consideravelmente os niveis de permeacao do zidovudina
(AZT, primeiro farmaco anti-HIV utilizado) através da pele de ratos (menos permeavel
do que a humana) atingindo niveis terapéuticos de permeacao [31]. Através de dados
obtidos por DSC (do inglés "differential scanning calorimetry”) e ATR-FTIR (do
inglés ”attenuated total reflectante infrared”) verificou-se que o 1,8-cineol aumenta a,
permeagao do AZT modificando a estrutura lipidica do EC de um arranjo ortorrémbico

para um empacotamento do tipo hexagonal [2,31].

Ha§ H,C_ CH, CH; CH4
0
@ ®
0

? c H.C——OH
- AU 3

H,C™ “CH, 3G HaC” CHy H3C

L{-)-carvona 1,8-cineol (+)-limoneno a-terpineol

Figura 1.10: Estrutura quimica dos terpenos utilizados neste trabalho.

e Limoneno (Fig. 1.10) é um composto que nao forma ligagdes de hidrogénio, por ser
constituido somente de atomos de carbono e hidrogénio, portanto sendo um hidrocar-

boneto monoterpénico lipofilico, obtido da casca do limao, Citrus limon [32]. Kaidi
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e Sing estudaram a combinacao dos terpenos limoneno, eugenol, e mentono a uma
concentragao de 5% em combinagao com 50% de propileno glicol (PG), verificando
que os trés aumentam a permeacao do tamoxifeno em epiderme de porco, porém, o
limoneno foi o que apresentou o maior aumento. O limoneno é um potente facilitador
da permeacao de moléculas lipofilicas e compostos anfifilicos, mas é pouco efetivo para
compostos hidrofilicos, como o manitol. Entre os mecanismos de acao sugeridos para

o limoneno no EC estd a sua capacidade de extragao lipidica [33].

e Terpineol (Fig. 1.10) é um monoterpeno alcodlico doador de hidrogénio de baixa
toxidade, podendo ser isolado do 6leo de pinho, sendo bastante utilizado na industria de
perfumaria. O terpineol e o mentol tém sido identificados como eficientes facilitadores
da permeacgao de moléculas hidrofilicas [34,35]. Os mecanismos de agao do terpineol
estao relacionados com a ruptura das ligagoes de hidrogénio entre os grupos das cabecas

polares.

1.4 Objetivos

Este trabalho tem o objetivo de utilizar o método de marcadores de spin, jun-
tamente com a espectroscopia de RPE, para estudar o comportamento termotrépico e as
propriedades fisico-quimicas da membrana de EC, comparando-a com membranas modelos de
DMPC e DPPC, e também investigar os mecanismos de acao dos facilitadores de permeacao
da classe dos terpenos. Os terpenos escolhidos diferem na capacidade de formar ligagoes de
hidrogénio, o L(-)-carvona (cetona, receptor de hidrogénio), o 1,8-cineol (éter, receptor de
hidrogénio), o (+)-limoneno (hidrocarboneto, nao participa de ligagoes de hidrogénio) e o
a-terpineol (alcool, doador de hidrogénio). Espera-se assim encontrar o melhor facilitador da
permeacao entre esses terpenos e adquirir alguma compreensao adicional sobre os mecanismos
de permeacao de farmacos nas membranas. O marcador escolhido foi o di-terc-butil nitréxido

(DTBN), uma molécula pequena (PM = 14524 g) que sofre parti¢io entre as fases aquosa
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e hidrocarbonica dos sistemas de membranas e assim pode, em principio, mimetizar um
farmaco. A alta resolucao de seus espectros de RPE permite alta afericao de seu coeficiente
de particao nas membranas bem como da dinamica molecular e polaridade em ambos os

meios polar e aquoso.



Capitulo 2

Ressonancia Paramagnética
Eletronica

2.1 Introducao

A Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) é uma poderosa técnica, nao
invasiva, que permite a investigacao de moléculas, ou ions, com elétrons nao-emparelhados
feita pela observagao dos campos magnéticos que propiciam a ressonancia na presenca de
radiagao eletromagnética [36]. Também tem sido aplicada no estudo da dinamica molecular,
em fluidos isotropicos, na determinacao de fases, tais como liquidos, cristais ou membranas
biolégicas, em superficies, ou associadas as macromoléculas [37].

A primeira observagao de ressonancia paramagnética eletronica foi feita na Rissia
em 1945, quando Zavoisky [38] detectou uma linha de absor¢ao de freqiiéncia de radio de
uma amostra de CuCly.2H>0. Em radicais livres, a primeira observagao foi feita em 1952
e, a partir de entao, esta técnica tem sido aplicada em diversas areas da fisica, quimica e
biologia [39].

Devido a grande sensibilidade desta técnica, pode-se tirar vantagem do fato de
que somente alguns ions e moléculas paramagnéticas das amostras podem interagir com
o campo magnético externo. Com isto, esta técnica tem sido amplamente utilizada para
estudar nao somente espécies intrinsecamente paramagnéticas, tais como metaloproteinas e

melaloenzimas, mas também os radicais livres formados em reacgoes bioquimicas. Como os

18
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sistemas bioldgicos em geral nao apresentam centros paramagnéticos, foi desenvolvido o uso
de sondas especificas, conhecidas como marcadores de spin, que serao comentados mais a
frente. A utilizacao dos marcadores de spin em RPE tem sido uma importante ferramenta

em vdarios estudos de Biofisica, em especial ao estudo de membranas e proteinas [40].

2.2 Efeito Zeeman

Os estados de energia de uma amostra paramagnética na auséncia de um campo
s . ~ o s - s
magnético estao degenerados. Entretanto, quando um campo magnético estatico B ¢
aplicado, a degenerescéncia é removida, devido a interagao dos momentos magnéticos orbitais
’ — . ~ ’
dos elétrons, ', que se encontra precessionando em torno do campo. Este fenomeno é
denominado Efeito Zeeman, que quanticamente pode ser descrito por um Hamiltoniano
definido pelo produto escalar do campo magnético estatico com o operador momento magnético
orbital, ji:

H=—p.B. (2.1)

Considerando a interacao da componente z do momento magnético orbital, fi.,

7 . . H ﬁ
com um campo magnético uniforme B = By 2’, temos
Para um elétron podemos escrever o momento magnético orbital como

/Zz - ’76527 (23)

onde 7, = —55 ¢ a razao giromagnética que ¢ uma caracteristica intrinseca de cada dtomo,
e

e m, é a massa do elétron. S, é o operador da componente z do spin, que apresenta duas

possiveis autofungdes que sao |a) e |3) sendo que

~

S.Jo) = Shla), (2.4)

S.18) = - 5416, (25
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com §Z = hmy, onde my = :I:%, que substituindo no Hamiltoniano forma
H = gef3. Borits, (2.6)

o termo g. o fator de correcao do momento angular para o elétron livre, cujo valor, neste

caso, ¢ 2,00232 e 3, = -9 =9,27408 x 10728 J/G, é o magnéton de Bohr [41].

4dmme

As energias dos estados podem ser obtidas da Equacao de Schrodinger

H| W) =E | D). (2.7)
H | a) = 0,050 | ) 28)
RL|B) =~ 50.6.B0 | B). (2.9)
a
l 2 8.3, Estado
/ 2
] AR =g, 8,8,

Energia

1
\ - E 2,85, Estado ﬁ

Campo magnético g

Figura 2.1: Separagao entre os niveis de energia « e 3, provocado pela a¢do de um campo magnético
externo.

O campo levanta a degenerescéncia dos niveis de energia, formando os niveis de

desdobramento Zeeman

1
Eg = iﬁgeﬁeBou (210)

AE = g.8.Bo, (2.11)
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a Eq. 2.11 representa a variacao de energia entre os niveis « e (3, conforme mostrado na Fig.
2.1.

Como o momento magnético angular do spin nao se orienta perfeitamente na
direcao do campo magnético, aparece a acao de um torque, que cria um movimento de
precessao do momento magnético em torno da direcao do campo aplicado. Este movimento
de precessao pode ser descrito através da equagao de Heisenberg, que pode ser usada para

calcular a taxa de variagoes temporal das componentes fiz, ty, € ft.:

) = ([P ). (2.12)

esta equacao pode ser escrita em termos das suas componentes como sendo:

Sl =~ Boli) 213
i) =Bl (2.14)
Sy =0 (2.15)

d ~ AT A\ D
280 = =y Bo({iy)i = (1)) (2.16)
Sabendo que
) iJj K L
Box()=| 0 0 By |=—Bo({tiy)i— (4iz)J); (2.17)

(tha)  (Hy) (1)

e substituindo Eq. 2.17 na Eq. 2.16, tem que:
— () = & x (), (2.18)

onde

& =By (2.19)

A velocidade angular de precessao de Larmor, &y, que é dada pela Eq. 2.19 , é a velocidade

com que o vetor momento angular precessiona em torno da direcao do campo magnético
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Figura 2.2: Movimento de precessdao do mometo magnético angular do spin /i, em torno da diregao
em que é aplicado o campo externo B com velocidade de precessao de Larmor wy,

aplicado (Fig. 2.2). Agora se multiplicarmos os dois membros da Eq. 2.19 por A, obtemos

a condicao de ressonancia, que pode ser expressa como:
hvy, = gefe Bo, (2.20)

sendo v a freqiiéncia de precessao de Larmor. Onde hvy, = AFE, ou seja, para que ocorra
ressonancia é necessario que a separacao entre os dois niveis de energia seja exatamente igual
a huy.

A atuacao do campo eletromagnético nas amostras paramagnéticas produz uma
troca de energia entre o campo e o sistema de spin, induzindo as transicoes eletronicas de
spins entre os dois niveis de energia Zeeman F, e Ez. Nestas transi¢oes a probabilidade de
ocorrer uma absorgdo ou emissao é a mesma. As populagoes dos niveis de energia (E, e
Ej3) sao dadas pela distribuigdo de Boltzmann, sendo que no equilibrio térmico existe uma

diferenca entre as populagoes de spins, cuja razao pode ser determinada por:

No _AB (221)
Nﬁ = exrp ij N .
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onde N, é a populagao de spins do estado de energia superior (m, = %), N3 ¢é a populacao
do estado inferior (mg = —3) , k ¢ a constante de Boltzmann (1,38 x 1072 JK!), T é a
temperatura absoluta e AE é definida pela Eq. 2.11, que substituida em Eq. 2.21, resulta
em

No exp [__geﬁeBo] . (2.22)

Ny kT

Se as populacoes de spins nos dois estados fossem iguais, nao seria observada

nenhuma absorg¢ao resultante, pois o nimero de spins excitados pela radiacao se igualaria
exatamente ao niimero de spins que produziriam emissao induzida. Agora expandindo o lado
direito da Eq. 2.22 em série de Maclaurin e trucando a série depois do segundo termo, tem

que

% o~ geﬁeBO —-1- geﬁeBO
Ny kT KT

(2.23)

Esta equacao mostra que no equilibrio térmico, o estado quantico de menor nivel
de energia apresenta uma populacao de spin ligeiramente superior que a do estado de maior
energia, um sutil acréscimo de populacao de spin que permite a absorcao de energia quando

AFE = hv. Se a diferenca de populacao entre os dois niveis de energia for definida por

n = N, — Ng e a populacao total de spins como sendo N = N, + Ng, tem que

n geBeBo yhBy
A — 2.24
N 2kT 2kT ' ( )

mostrando que a diferenca de populagao relativa é proporcional a intensidade do campo
magnético e também ao inverso da temperatura absoluta.

O sentido da absorcao vai do estado § para «, devido ao fato que [ apresenta
spins excedentes. E com ela ocorrerda uma reducao da populagao de spin do estado § e um
progressivo aumento da populagao do estado a até que as populagoes nos dois estados se
igualem. Ocorrendo este fenomeno, denominado de saturacdo do sinal de ressonancia, nao
hé& mais absorcao de energia e o sinal de ressonancia desaparece. Mas gracas as interacoes
entre os spins e a suas vizinhancas, devido ao movimento aleatério dos dtomos ou moléculas,

as quais promovem troca de energia, a diferenca de populacao de spin entre os niveis é
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restaurada. Esses processos de restauracao sao denominados como processos de relaracao
que sao o responsavel pela manutencao das populagoes de spins da condicao de equilibrio

térmico.

2.3 Processos de Relaxacao

Com a absorcao de energia pelo sistema de spin, ocorrem mais transicoes do
estado (8 para o estado a e se nao houver um mecanismo que promova a dissipacao ou
remogao da energia absorvida pelos spins, em pouco tempo as populagoes dos dois estados
se igualam. Com isto haveria a mesma probabilidade de transicao nos dois sentidos, o que
interromperia a absorcao de energia de microondas extinguindo o sinal de RPE. Felizmente,
através de mecanismos de troca de energia entre os spins e a vizinhanca, devido ao movimento
aleatério de atomos ou moléculas, a populagao de spin do nivel inferior pode ser reposta.
Este mecanismo esté relacionado aos processos de relaxagao que na espectroscopia de RPE

sao dois: a relaxacao spin-rede, ou longitudinal, e a relazacdo spin-spin, ou transversal [41].
2.3.1 Relaxacao Spin-Rede

Quando o sistema de spin libera energia para a vizinhanca, que pode ser uma rede
cristalina no sélido ou moléculas vizinhas no liquido, passando do estado de maior energia
mg = +% para o estado de menor energia mg = —% (no caso do spin eletronico), sendo esta
energia dissipada na forma de calor, dizemos que ocorreu a relaxagao spin-rede.

A relaxacao spin-rede é um decaimento exponencial de primeira ordem caracteri-
zado por um tempo de relaxagao T4, que ¢ uma medida do tempo de vida médio dos elétrons
no estado de maior energia [42]. Esta relaxacao depende de quao fortemente o sistema de spin
estd “acoplado”’a rede. Geralmente 77 apresenta pequenos valores, sendo longo nos sélidos
cristalinos e liquidos viscosos, onde a mobilidade é menor. A medida que a mobilidade
aumenta, a freqiiéncia vibracional e rotacional cresce, elevando assim a probabilidade de

uma variacao magnética de intensidade apropriada para uma transicao de relaxacao; 77 fica
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mais curto. Se 717 ficar muito curto, as linhas podem tornar-se tao largas que a transicao de
RPE nao é observada. Agora se T} é longo demais, ha uma grande possibilidade de ocorrer o
fenomeno de saturagao, ou seja, as transigoes mg = —% paramg = —i—% acontecem tao rapido
que o sistema nao tem tempo de relaxar. Esta situacao ainda fica mais intensa, quando é
aumentada a poténcia de microondas. Através do principio de incerteza de Heisenberg é
possivel visualizar o efeito de alargamento de linha de ressonancia provocado pela relaxacao.

Considerando que um determinado estado de energia apresente um tempo de vida 7.

AE.T=h, (2.25)
ou
h.Av.t = h, (2.26)
portanto,
1
Av > — (2.27)
T

onde Arv e AFE sao as incertezas nos valores de freqiiéncia e energia desse estado. Agora

partindo da Eq. 2.20, podemos escrever

h.Av = gB.AB. (2.28)

Substituindo a Eq. 2.27 tem que

AB =

Ny

h
- - (2.29)
9P
Desta relagao é facil ver que quanto menor o tempo de vida T; do estado excitado tanto maior

serda a largura de linha, isto é, tempos de relaxacao curtos levam as linhas de ressonancias

largas [43].
2.3.2 Relaxacgao Spin-Spin

Vérios outros efeitos tendem a diminuir os tempos de relaxagao e, portanto, a

alargar as linhas de RPE. Entre os efeitos mais importantes esta a interagao magnética
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dipolar entre dois momentos magnéticos que, em geral, podem ser divididas em estatica
e dinamica. As interacoes estaticas resultam em linhas de RPE muito largas, obrigando,
na maioria das vezes, a realizacao de uma diluicao das amostras sélidas. Um dos efeitos
dinamicos da interacao dipolar, entre spins idénticos, é o de causar mudancas de estados
simultaneos dos spins, o que limita o tempo de vida de um spin no estado excitado.

A relaxacao spin-spin nao é capaz de dissipar a energia do sistema de spin,
portanto, nao consegue provocar uma redugao na saturacao, mas contribui para o alargamento
de linha, devido a reducao do tempo de vida do spin no estado excitado. Esta relaxacao esta
relacionada com as orientagoes relativas dos spins, cuja distribuigao aleatoria de suas direcoes
muda exponencialmente no tempo, com uma constante de tempo Ts conhecida como tempo
de relaxagao spin-spin ou transversal [41]. O T; se encontra associado com a largura de linha
do sinal de RPE de modo que

Av = — (2.30)

pois quanto menor é o tempo de relaxagao spin-spin, maior serd a largura de linha de
ressonancia. Este processo depende da intensidade e a distribuicao dos campos locais em
torno dos centros paramagnéticos, ja que a largura de linha depende da coeréncia entre os
movimentos de precessao dos spins em torno do campo magnético, e a freqiiéncia de precessao
¢ alterada conforme a intensidade do campo local [44].

Assim, geralmente, a largura de linha intrinseca é determinada por 75, que é
mais curto, e nao por 77. E no caso de radicais livres em solucao, que é o caso mais comum
em RPE, a forma de linha é Lorentziana. Para os sélidos, a forma de linha é geralmente

Gaussiana, que é caracteristica de uma distribuigao aleatéria de linhas superpostas [43].

2.4 Interacao nuclear Hiperfina

A Interacao Hiperfina é o desdobramento das linhas de ressonancia nos espectros
de RPE resultante da interacao magnética do spin do elétron com os momentos de dipolo

magnético dos ntcleos do radical [41]. O spin de um nicleo é caracterizado pelo nimero



2.4 Interacao nuclear Hiperfina 27

quantico I, podendo ter valores como 0, %, 1, %, 2, ..., € o numero de estados possiveis é dado
por (21 4+ 1). Andlogo ao caso do elétron, o momento magnético de spin do nicleo podera
ter (21 + 1) orientagoes diferentes em relagdo a um eixo no espago. Conforme a orientacao
do spin nuclear, a contribuic¢ao do spin de um nicleo para o campo magnético local B , pode
aumentar ou diminuir o campo aplicado. Assim havera (27 + 1) campos locais, desdobrando
as linhas do espectro em (27 + 1) linhas hiperfinas de intensidades iguais [45].

Para a Interacao Hiperfina existem duas contribuicoes. Uma aparece quando um
elétron num orbital p, d, f, ... estd préximo do nucleo, de modo que o momento de dipolo do
elétron (fi.) e do nicleo (fi,) fiquem separados por uma distancia 7. Neste caso, o campo
local produzido pelo niicleo se parece com aquele de um dipolo magnético puntiforme Fig.
2.3. Mas esta interacao cldssica depende também do angulo formado entre a linha que liga
os dipolos e o campo magnético aplicado B. A interacao resultante é uma wnteracao dipolo-
dipolo ou anisotropica devido as caracteristicas deste tipo de interacao, pois depende da
orientacao de gloc [36,41]. Esta interacao pode ser representada pelo operador

7:(1) = —9eBegnOn [% - w] ) (2.31)

o
onde gy e By sao o fator g nuclear e o magnéton de Bohr nuclear, respectivamente, Se
I sdo os operadores de spin eletronico e nuclear, respectivamente, e r é a distancia elétron-
nicleo [36].

Expandindo o vetor em termos das coordenadas cartesianas, pode-se reescrever

a Eq. 2.31 na forma tensorial, da seguinte forma:

() () ()

T T T

Hp = g-geﬁegNﬁN ?f_sy <3yj_gr2> <%>
3ﬁ> 3£> <3z2—'r’2>
ot 5 o

Hp = ST.I. (2.33)

1, (2.32)

Cada elemento da matriz representa uma média da funcao de onda do elétron
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Figura 2.3: Interagao dos momentos de dipolos do elétron (fi.) e do nicleo (fi,,). O vetor fi. é
indicado pelo estado g = —1 e o vetor fi,, é indicado pelo estado I = +%. O angulo # é formado
entre o vetor 7, que liga os dipolos, e o campo aplicado B.

desemparelhado, sendo T o tensor de acoplamento hiperfino. Os elementos da diagonal T};

do tensor podem ser representados pela matriz

3i% — r?
Tii = gefegnPn <r—5> ) (2'34>

onde os “bracket”, denota o valor esperado em cima de toda a distribuigao eletronica [36,46].

Similarmente, os elementos do tensor fora da diagonal sao

,—Tij = geﬁegNﬁN <3;Lg> . (235>

A segunda contribuicao para a Interacao Hiperfina ocorre quando um elétron
desemparelhado se encontra no orbital s. Como este orbital apresenta simetria esférica em
torno do ntucleo, a interagao dipolo-dipolo tem média nula. Porém, a probabilidade do
elétron deste orbital estar na posi¢ao do nticleo nao é nula, portanto sendo incorreto tratar

esta interacao como a interacao cldssica entre dois dipolos. Esta interacao, denominada
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intera¢ao de contato ou de Fermi [41,47], depende da aproximagao entre um elétron e o
nucleo e, sendo assim, ocorre somente se o elétron ocupar um orbital s. A energia da

interacao isotropica pode ser aproximadamente determinada por

81

Eiso = _? W(O)‘z HelbN s (2'36>

aqui |¢(0)|2 representa a probabilidade de um elétron ser encontrado no nicleo. O operador
Hamiltoniano para a interagao de contato pode ser obtido da Eq. 4.2, bastando substituir

os momentos magnéticos pelos seus operadores correspondentes

fin. = gnOnI, (2.37)
0 que permite escrever
~ i 9 A A
Hiso = ?geﬁegNﬁN [0(0)]7S.1 (2.38)
Hiso = AS. (2.39)

A ¢é chamado de constante de acoplamento hiperfino (medida em Hertz, podendo ser
convertida em unidade de campo) [48].
Agora escrevendo o Hamiltoniano da interacao hiperfina de uma forma mais

generalizada, levando em conta as duas contribuicoes, dipolo-dipolo e a de Fermi temos:

~

Hiso = S.T.1+ AS.T (2.40)
2.5 O Método dos Marcadores de Spin

Para a aplicacao da técnica de RPE é necesséario que o sistema em estudo tenha
elétrons desemparelhados, ou seja, que apresente centros paramagnéticos. Portanto, o maior
problema desta técnica é que a maioria dos sistemas, inclusive os sistemas bioldgicos e
bioquimicos, sdo diamagnéticos (ndo possuem elétrons desemparedados). Este problema

tem sido contornado utilizando um radical livre estdvel (marcador de spin) que pode ser
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incorporado na amostra através de ligacao covalente ou, da difusao simples. Desta forma,
¢ possivel ampliar os sistemas de estudos para além dos que possuem paramagnetismo
intrinseco.

O método de marcadores de spin foi proposto inicialmente em 1965 por McConnell
[49], que consistia incorporar em um sistema biolégico uma pequena proporgao de moléculas
contendo um radical paramagnético, para desempenharem o papel de sonda e, assim, permitirem
a investigacdo do meio em que se encontram [50]. Estes marcadores de spin geralmente
derivados do nitréxido possuem boa compatibilidade com os sistemas bioldgicos e um sinal de
RPE extremamente adequado para gerar informagoes sobre o sistema. Por analise espectral
ou simulagao computacional sao obtidas informacoes sobre a dinamica molecular, polaridade
local, orientagao molecular, anisotropia do movimento molecular, medidas intermoleculares

precisas, interacoes de espécies moleculares e outros parametros.

HaC N CH4

Figura 2.4: Férmula quimica geral do radical nitréxido, onde R; e Rs representam grupos quimicos
que variam de acordo com o marcador spin.

Um marcador de spin, em geral, pode ser qualquer espécie paramagnética (ex.
Mn?*T, Co**, outros fons de metais de transigao e lantanideos). Porém, os mais usados,contém
o nitréxido (Fig. 2.4) como elemento paramagnético que é um radical livre bastante estavel
podendo participar de reacoes quimicas sem o envolvimento do elemento paramagnético,
nos processos de sintese destes marcadores. Os radicais nitroxidos podem ser liquidos
ou soélidos e apresentam um brilhante colorido que varia do amarelo ao vermelho escuro,

dependendo do tamanho do anel e dos substituintes R; e Ry, que sao radicais apropriados
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para a ligacdo do marcador a molécula que se quer estudar [51,52]. A presenga dos quatro
grupos metila adjacentes ao fragmento N-O, conferem estabilidade adicional aos marcadores
formados e impedem que o elétron desemparelhado circule pelo anel piperidinico. O nitréxido
é compativel tanto com meios polares quanto apolares; em meios polares o atomo de oxigénio

forma ligagao de hidrogénio e em meios apolares os grupos metilas garantem a sua dissolucao.

: m. m,
a . |
a 3 S 0
E & -1
(a)
- -1
r — l 0
h 4 2
(b) (c) 1
E=0 8 — {d)
..__.—-'"l L-—’J
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A _p
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z »

Figura 2.5: (a) Niveis de energia do elétron desemparelhado do grupo nitréxido (N-O) num campo
magnético: (b) sem interacao e (c¢) com interagao com o spin do N (estrutura hiperfina). (d) espectro
de adsorcao e (e) primeira derivada do espectro de absorcao; a é a constante de desdobramento
hiperfino, a posi¢ao da linha central é definida pelo fator g [53].

Nos nitroxidos, o elétron desemparelhado que é o responsavel pelo paramagnetismo
interage com o nucleo do nitrogénio que tem spin nuclear I = 1, fazendo o radical sentir
a atuacao de trés campos locais diferentes devido aos valores do nimero quantico de spin

my; = —1,0, 41, resultando no desdobramento dos niveis de energia em trés, o que faz do
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espectro de RPE em solugao um tripleto com intensidades muito préximas e separadas pela
constante de acoplamento hiperfino isotrépico, ag, Fig. 2.5. Para o caso de m; = +1, como
existe uma contribuicao do campo local favoravel ao externo, a ressonancia se dé em campo
externo menor; ja quando m; = 0 a contribuicao do campo local para o campo externo
é nula e, quando m; = —1 a contribuicao vai ser desfavoravel ao campo externo. Mas a
ressonancia que ocorre para os trés valores distintos de campo, deve satisfazer a regra de
selecao Am; = 0 [54]. A distancia entre duas linhas adjacentes do espectro de RPE é medida
em Gauss (G), sendo exatamente a medida de ag, enquanto o fator g define a posicao da

linha central em relagdo ao campo magnético aplicado (Fig. 2.5e).

N/ N/
R1_'C\ R,—-C\ )
N L oNEO H
/\ /\

(a) (b)

Figura 2.6: Figura esquematica mostrando o oxigénio do radical nitroxido realizando ligagao de
hidrogénio, onde o hidrogénio polariza a ligacao N - O fazendo que o elétron se localize mais préximo
do nitcleo do dtomo de nitrogénio aumentando assim a contribuicao do acoplamento hiperfino
isotrépico.

Mas o valor de ay pode sofrer influéncia do meio em que se encontra o radical
nitroxido. Por exemplo, quando o marcador de spin estd dissolvido em meio aquoso, o
oxigénio da ligacao N-O do nitroxido realiza ligacao de hidrogénio com moléculas de agua,
conforme esquematizado na Fig. 2.6. O atomo de hidrogénio da molécula de agua contribui
com uma carga local positiva que gera um campo elétrico sobre a molécula do nitréxido
polarizando a densidade eletronica da ligacao N-O. Com isto a regiao onde estd o atomo de

nitrogénio fica mais positiva. Assim o elétron desemparelhado do radical, cuja localizagao

sobre a ligacao N-O é pouco restrita, pelo fato do nitréxido ser um radical livre (o elétron esta
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fracamente ligado), se aproxima mais do nicleo do nitrogénio, aumentando assim a interacao
hiperfina isotrépica. Por este fato, o valor do desdobramento hiperfino isotrépico que pode
ser medido no espectro de RPE, tem a influéncia da constante dielétrica do solvente, sendo

um parametro importante para se acompanhar mudancas de polaridade no meio.

2.6 Anisotropia Espectral

Grande parte das aplicagoes do método de marcadores de spin é realizada em
sistemas biolégicos em solucao, onde para se obter informacao sobre a dinamica molecular
do meio se torna necessario o célculo do tempo de correlacao. Este calculo é possivel devido
ao fato da posigao e o desdobramento das linhas (especificadas pelos valores de g e constante
hiperfina) dependerem da dire¢do do campo magnético em relagdo a um sistema de eixos
fixo na molécula marcadora.

Os efeitos do desdobramento anisotrépico podem ser representados pelos tensores
de segunda ordem g e a, que tem seus eixos orientados como mostrado na Fig. 2.7, onde
a ligacao N-O em geral se encontra sobre o eixo x, o eixo z dire¢ao do orbital 2pm do
nitrogénio e o eixo y se encontra perpendicular simultaneamente aos eixos x e z. Apesar dos

eixos principais dos tensores g e @ normalmente se coincidirem, isto nao é obrigatorio.

Figura 2.7: Esquema do radical nitréxido, mostrando as orientagoes dos eixos principais dos
tensores de segunda ordem g e a. Os grupos R; e Ry permitem a reacao do radical sem envolver o
elemento para-magnético N — O.
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A Fig. 2.8 apresenta espectros de um marcador de spin orientado em um cristal
simples. Foram obtidos espectros com a direcao do campo paralela aos eixos principais do
radical nitroxido, como indicado na figura. Ao longo do eixo z, onde se encontra grande parte
da densidade eletronica, verifica-se o maior valor para a constante de acoplamento hiperfino,
A,, = 32. Ja os desdobramentos observados com a aplicacao do campo nos eixos X e y sao
geralmente menores, sendo Ay, = A,y = 6. A mudanca na direcao do campo em relacao
aos eixos do nitroxido causa também um deslocamento dos espectros devido a um aumento

do fator g (g, = 2,0090 G, g¢,, = 2,0060 G, g., = 2,0027 G), provocando um deslocamento

para a esquerda.

B, #z

B, Xy (b)
Ba /4 (c)
solugao {(d)

espactro de pd (e)

Figura 2.8: Espectro de RPE retratando a anisotropia do fator g e da constante de acoplamento
hiperfino. (a) Campo magnético aplicado paralelo ao eixo z, (b) na diregao do eixo y e (c) quando
o campo estd ao longo do eixo x. (d) Espectro do marcador em solucéo e (f) espectro obtido a -70
°C (espectro de pg).

Quando o radical se encontra em uma solugao (por exemplo, em solu¢do aquosa)

pode girar rapidamente e a anisotropia do espectro desaparece, sendo observadas as médias
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dos valores de fator g e da constante de acoplamento hiperfino, da seguinte forma:

1
ag = g(AII -+ Ayy -+ Azz) (241)

1

Entretanto, quando o marcador de spin tem o movimento mais lento, torna-se importante
as contribuicoes de diferentes orientacoes, fazendo com que a média temporal nao seja mais
efetiva. No limite em que o movimento do marcador estd muito lento (num liquido viscoso) ou
congelado, tem-se a forma espectral denominada de espectro rigido ou “espectro de pd” (Fig.

2.8e) . O espectro de pé corresponde a soma de todas as orientacgoes possiveis [43].

2.7 Tempo de Correlacao Rotacional

A habilidade mais importante da espectroscopia de RPE de marcadores de spin é
a avaliacao dinamica molecular nos sistemas de estudo, que pode ser feita medindo o tempo
de correlacao rotacional, 7.. Este parametro de RPE estd relacionado com o tempo que o
marcador leva para se reorientar em seu movimento de rotacao. A sensibilidade neste tipo de
medicao depende dos valores de 7.. Na regido do movimento répido, com 7, menor que 10~°
s, a sensibilidade dos espectros as mudancas de movimento é boa, sendo mais facil avaliar 7.
A segunda regiao compreendida de 107?s < 7. < 1077 s, de movimento intermediério, ainda
possui uma boa sensibilidade as mudancas de 7., mas para se obter uma melhor avaliacao
torna-se necessario a utilizacao de técnicas de simulagao computacional. O terceiro intervalo
que corresponde & regido de movimento lento com 7, > 1077, é a regiao de menor mobilidade
e de mais dificil determinacao do movimento [51].

Mesmo sem realizar a simulagao dos espectros é possivel avaliar o 7., através
de parametros definidos nos espectros, conforme mostrado na Fig. 2.9, e com o uso de
férmulas que foram determinadas de modo semi-empirico. O valor de 7. é proporcional a

largura de linha, W, por exemplo. A féormula utilizada nesta determinacgao tem a seguinte
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Figura 2.9: Espectro de RPE do marcador de spin 16-SASL em membranas musculares a 37° C
com varredura de 100 G, indicando a medida dos parametros hg, Wy e h_1 .

ho
7. = kW, [, /h—i1 - 1] : (2.43)

onde k = 6,5x 1071 s. G~1, W, é largura pico a pico da linha central medida em G (Gauss),

expressao [55]:

ho ¢ a intensidade da linha central e h_; é a intensidade da linha de campo alto, ambas em

unidades arbitrarias.

2.8 Simulacao dos Espectros de RPE

Dependendo das caracteristicas do marcador e do meio em que se encontra, os
espectros de RPE podem apresentar formas de linhas bastante complexas, necessitando
de simulacao computacional para extrair o maximo de informacgoes do sistema em estudo.
Devido a heterogeneidade de membrana, o espectro experimental é composto por uma
superposicao de espectros do marcador em varios dominios [56]. Neste trabalho, os espectros
de RPE foram simulados utilizado o programa EPRSIM (versao 4.99) que foi desenvolvido
por Janez Strancar e colaboradores (Jozef Stefan Institute, Eslovénia). Este programa,
de facil manipulagao, permite decompor um espectro em varias componentes espectrais e
analisar os marcadores em diversas fases da amostra.

Finalizando este capitulo serao descritos alguns aspectos praticos da simulacao
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Figura 2.10: Janela do programa EPRSIM , versao 4.99, onde é permitido introduzir os valores dos
tensores magnéticos A e g, a magnitude e abundancia da interagdo do spin nuclear C-13 e também
definir o eixo de simulagdo da membrana.

dos espectros de RPE deste trabalho, usando o programa EPRSIM. A base tedrica da
simulacao de espectros de RPE do radical nitroxido em movimento rapido de rotacao é
avancada e a sua descricao esté além dos objetivos deste trabalho.

Antes de realizar a simulagao espectral, os espectros experimentais de RPE do
marcador de spin DTBN (com varredura de campo magnético de 50 G) foram interpolados
para que possuissem 1024 pontos e 100 G de varredura, pois o programa somente simula es-
pectros experimentais com este nimero de pontos [56,57]. Os valores dos tensores magnéticos
A e g, utilizados como parametros de entrada, sao inseridos no programa conforme mostra

a Fig. 2.10. Da mesma forma, sao inseridos os dados da magnitude e a abundancia da
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Figura 2.11: Janela do programa EPRSIM onde os parametros obtidos da simulagao sao fornecidos.
O menor valor obtido na otimizacio do x? reduzido também é apresentado. Nesta janela também
é permitido escolher o nimero (duas componentes espectrais) e o tipo (isotrépico) de dominio
da membrana, como também visualizar o espectro simulado (linha branca), o experimental (linha
verde), o espectro da componente com menor (linha vermelha) e alta (linha azul) mobilidade.

interacao spin nuclear C-13 que esta presente nos espectros de RPE. Na mesma janela, o
programa permite fixar o eixo da membrana.

Pelo fato dos espectros experimentais de RPE serem de um pequeno marcador
de spin com alta mobilidade, a interacao dos tensores magnéticos do radical nitréxido foi
considerada como isotrépica. A escolha desta opcao estd mostrada na Fig. 2.11. Para este
caso, o proprio programa inicialmente calcula a média dos tensores g e A, cujos tragos sao
linearmente corrigidos com base nos parametros ps e p, , respectivamente, que sao fatores

gerados na obtencao do melhor ajuste (com estes valores e os dados iniciais dos tensores sao
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determinados os valores de ag. Depois, o programa realiza o calculo das formas de linhas
basicas fornecendo os valores de dois parametros de linha, sendo um o tempo de correlacao
rotacional, 7., que esta relacionado com as linhas do tipo Lorentziana, o outro é a constante
de alargamento, W [56,58]. Todos os parametros simulados sao visualizados na janela de
entrada, assim como o ajuste do espectro simulado com o experimental (Fig. 2.11).

A otimizacao dos parametros espectrais é obtida na melhor convergéncia entre
os espectros experimental e tedrico. Esta convergéncia é monitorada pelo parametro y3a
reduzido, que é basicamente a soma dos quadrados residuais entre o espectro experimental e
simulado, dividido pelo quadrado do desvio padrao do ponto experimental, o, e pelo niimero

de pontos no espectro experimental, N (para o nosso caso é igual a 1024 pontos) conforme

a FEq. 2.44.
2 1 o (v —y;
X0 = Z S R (2.44)
Y™ e yi"™ sao as respectivas intensidades do espectro experimental e simulado
em um dado ponto. Tem sido verificado que a func¢ao Y3 representa um bom critério para

aperfeicoar espectros com linhas pontiagudas, tipico para solugoes, mas é menos sensivel

para formas de linha mais largas [56, 59, 60].



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Condicao de Operacao do Espectrometro

Todas as medidas deste trabalho foram feitas com um espectrometro de RPE
da marca BRUKER, modelo ESP300, com cavidade ressonante ER4102 ST, operando em
banda X («9,4 GHz). As condigbes de operagao foram: poténcia de microondas de 2 mW,
freqiiéncia de modulagao de 100 KHz, amplitude de modulagao de 0,25 G, campo central
igual a 3365 G, varredura de campo magnético de 50 G; tempo de varredura de 168 segundos
e constante de tempo de deteccao, 41 ms. A temperatura foi controlada com uma precisao

de 4+ 0,3°C pelo sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker, Rheinstetten, Germany).

3.2 Preparacao do Estrato Cérneo

Ratos da raga Wistar, recém nascidos, com menos de 24 h de vida (Fig. 3.1),
foram utilizados na obtencao das membranas de EC. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Goids (UFG) e as membranas preparadas no
laboratério de Biofisica do Instituto de Fisica (IF) da UFG. Primeiro os animais foram
sacrificados por decapitacao, usando um bisturi com lamina nova, e depois foram removidos
os membros (pernas e rabo) com o auxilio de uma tesoura. Com um corte longitudinal no
abdomen foi feita a retirada da pele, a qual foi mergulhada em agua destilada por aproxima-

damente 1 h. Depois a pele foi estendida sobre papel de filtro (Whatmam n° 2) com a parte

40
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externa da mesma em contato com o papel, o qual foi colocado sobre um suporte. O suporte
foi colocado em um dessecador contendo 0,5 L de hidréxido de amonia (N Hj, PA, Merck).
Um segundo dessecador foi utilizado para fazer vacuo no dessecador contendo as peles e o
hidréxido de amonia. As peles permaneceram no dessecador por 5 minutos e o vacuo foi
reforcado aos 3 minutos. Apds este processo as amostras foram retiradas do dessecador e

colocadas em dgua destilada por aproximadamente 2 h.

P

Figura 3.1: Rato da raga wistar com menos de 24 h de vida, do qual a epiderme foi retirada
cirurgicamente. Depois de um tratamento quimico a membrana de estrato corneo, ja separada da
epiderme, é levada a um dessecador para ser desidratada.

As peles foram retiradas da agua e colocadas novamente sobre papel filtro com o
lado do estrato céorneo em contato com o papel. Friccionando o lado interno da pele contra
o papel de filtro, pode-se separar o EC do restante da mesma. Em seguida os EC foram
mergulhados em agua destilada e depois recolhidos em telas de Teflon. Apds a retirada
do excesso de agua das telas, elas foram colocadas em um suporte que foi introduzido em
um dessecador contendo vacuo e silica gel, onde permaneceram por aproximadamente 48
h. Apés estarem totalmente desidratadas, as membranas de estrato corneo, foram retiradas
das telas de Teflon e colocadas entre papéis de filtro e entao mantidas sob vacuo em um

dessecador contendo silica gel, até serem utilizadas.
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3.3 Marcacao do Estrato Cérneo

Para realizar a marcacao das membranas de EC foi utilizado o Di-terc-butil
nitroxido (DTBN), um pequeno marcador de spin que possui uma estrutura aberta relativamente
simples (Fig. 3.2), adquirido da Sigma Chem. Co. (St Luiz, MO). Mas antes de realizar a
marcacao, a membrana desidratada foi dividida em pedagos de 3,0 mg e feita uma incubagao
prévia em uma solu¢do de N-etilmaleimido (NEM) - Sigma Chem. Co., St. Louis, MO,
USA - a 50 mM por cerca de 15 h. Faz-se o uso do NEM, pois o mesmo reage com os
grupos sulfidrilas (S-H) presente no EC impedindo que eles provoquem a redugao do radical
nitroxido, o que reduziria a intensidade do sinal de RPE. O DTBN se encontrava dissolvido
a 10 mM em tampao salino-acetato (10 mM acetato, 150 mM NaCl e 1 mM EDTA, pH
5,5). Um parte da membrana de EC tratada (3 mg) com NEM foi incubada em temperatura
ambiente durante 1,5 h em 45 pLL de tampao acetato contendo 0,2 mM do marcador DTBN e
a desejada concentragao de terpeno (Acros Organics, Gell, Belgium), o qual foi adicionado a
amostra, dissolvido em 5 uL. de etanol puro. As amostras de controle foram submetidas a uma
preparagao idéntica, no qual 5 ul. de etanol foi adicionado sem os terpenos. Para finalizar,
introduzimos o EC marcado, ainda umido, dentro de capilares (1 mm de diametro interno)
e retiramos o excesso de solvente com uma micro-seringa. Os capilares foram selados com
chama e levados para as medidas de RPE, onde foram introduzidos em um tubo de quartzo
(3 mm de diametro interno), juntamente com um fio de termopar, bem fino, para monitorar

a temperatura da amostra.

3.4 Preparacao e Marcacao das Vesiculas de DMPC e
DPPC

Os lipideos DMPC e DPPC com mais de 99% de pureza, foram obtidas da Avanti
(Alabaster, AL, USA). Uma pequena quantidade de lipideo (3,5 mg), foi dissolvida em um

tubo de ensaio contendo uma mistura de solventes organicos de cloroférmio:metanol (2:1).
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Figura 3.2: Estrutura quimica dos marcadores de spin (a) 2, 2, 6, 6-tetrametil-piperidine-1-oxil
(TEMPO) e (b) Di-terc-butil nitréxido (DTBN). O marcador TEMPO foi utilizado em um trabalho
anterior de nosso laboratério [54,61].

O solvente foi evaporado para se obter a formacao de um filme lipidico sobre as paredes
internas do tubo de ensaio. Para a evaporacao do solvente foi utilizado um jato moderado
de gas de nitrogénio. Em seguida, os tubos de ensaio foram colocados no vacuo em um
dessecador contendo silica gel por «~24 h (para garantir plena evaporagao dos solventes).
Os filmes lipidicos foram hidratados com 40 pL de tampao PBS (10 mM de fosfato, 150
mM de NaCl e 0,2 mM EDTA, pH 7.2) e, logo em seguida, os tubos de ensaio foram
levados a estufa com temperatura de «~50°C (temperatura que corresponde a fase liquido-
cristalina destas membranas), por cerca de 5 minutos, sendo depois agitados periodicamente
em vértex, a temperatura ambiente. Este processo de aquecimento e agitacao foi repetido
até se obter uma suspensao aparentemente homogénea de DMPC ou DPPC. Os terpenos
foram adicionados dissolvidos em etanol a 33% (v/v, cerca de 1,5 uL. de terpeno e etanol,
dependendo da densidade do terpeno). Também foi adicionado 2,0 pl. do marcador de
spin DTBN dissolvido em tampao (10 mM). Estas amostras foram novamente vortexadas
e as solugoes foram transferidas para tubos capilares, os quais foram selados e deixados na
geladeira por «24 h (para se obter completa hidratagao dos lipideos das multicamadas). As

medidas de RPE foram realizadas como no caso dos capilares com estrato cérneo.

3.5 Simulacao dos Espectros

As simulagoes dos espectros de RPE do marcador DTBN foram realizadas pelo
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programa EPRSIM (versao 4.99) [56,59]. Este programa permite analisar um tnico espectro
contendo duas componentes espectrais com diferentes mobilidades e parametros dos tensores
magnéticos. O programa permite determinar as fracoes de cada componente que compoe
o espectro composto e também o tempo de correlacao rotacional, 7., de cada classe de
marcadores de spin. Os autovalores dos tensores magnéticos utilizados na simulagao para
o fator g foram: g¢,, = 2,0088, g,, = 2,0061 e g.. = 2,0027; e para o tensor A foram:
A = 0,63, Ay, = 0,58, e A,, = 3,36 mT. Estes tensores de interacao magnética A e g
foram corrigidos linearmente pelo préprio programa com fatores de correcao sobre os tracos
destes tensores, denotados por p4 e p,, respectivamente. O sinal de RPE correspondente a
interacao do elétron com o spin nuclear do C-13 estd presente em espectros de RPE do DTBN.
Existe uma probabilidade de um dos atomos de carbono vizinhos ao nitrogénio no radical
nitréxido (Fig. 3.2) ser um C-13. No programa, a magnitude esta interagao superhiperfina

foi assumida no valor de 0,56 mT e a abundancia de C-13 assumida foi de 0,0115%.



Capitulo 4

Resultados

Neste capitulo serd apresentado primeiramente os espectros de RPE do marcador
de spin DTBN em membranas de DMPC, DPPC e EC, junto com a interpretacao dos
eventos bioldgicos envolvidos e, a seguir, sao apresentadas as medidas de varios parametros
espectrais relacionados com o coeficiente de particao do marcador entre as fases aquosas e

hidrocarbonicas, a dinamica rotacional e polaridade local em cada fase.

4.1 Interpretacao dos Espectros de RPE

O espectro de EPR do marcador DTBN incorporado nas membranas de EC
estd mostrado na Fig. 4.1. A analise deste espectro revela que o mesmo é constituido
de duas componentes espectrais indicando duas classes de marcadores, cada uma em um
estado diferente de mobilidade. Tais componentes resultam de fragoes de marcadores de
spin dissolvidos nos meios hidrofébico (Fig. 4.1c) e polar (Fig. 4.1d); estas componentes
espectrais foram denotadas por componentes H (fase hidrocarbonica) e P (fase polar),
respectivamente. Através da simulagao dos espectros de RPE com o programa EPRSIM
foi possivel separar as contribuicoes de cada componente no espectro composto bem como a
taxa de difusao rotacional em cada uma. O espectro de melhor ajuste, formado pela soma
das componentes tedricas H e P, esta sobreposto ao espectro experimental (Fig. 4.1b).

A fracao de marcadores da componente P, situados na fase aquosa, apresentam

maior mobilidade sob a escala de tempo dos experimentos de RPE em banda X («~ 9,4GHz)

45
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H (75,6%)
0,047 ns

P (24,4%)

[ 0,009 ns

Figura 4.1: (a) Espectro de RPE do marcador de spin DTBN no Estrato Cérneo (pH 5,1, 50°C) e
os parametros H e P que define o parametro f = H/(H + P)). (b) Espectro experimental (linha)
e simulado (circulos vazios). O melhor ajuste foi obtido através do programa EPRSIM, usando
o modelo de duas componentes para todos os ajustes. (c¢) Componente H e (d) Componente P,
com o respectivo parametro de desdobramento hiperfino isotrépico 2ag. Na figura também estd
indicada a porcentagem que cada componente representa no espectro composto e também o tempo
de correlagdo, 7., na escala dos ns. A varredura de campo magnético é de 50 G.

para radicais nitroxidos. Todas as duas componentes apresentam trés linhas de ressonancia
bem definidas, onde facilmente se pode aferir o parametro de desdobramento hiperfino
isotrépico, 2ag (Fig 4.1d), o qual é muito sensivel a polaridade do ambiente local do nitréxido

(em ambiente polar ocorre a formagao de ligacdo de hidrogénio com o grupo N — O do
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nitréxido e isto causa um aumento da densidade de elétron desemparelhado sobre o nucleo
do nitrogénio levando ao aumento da interacao hiperfina, maiores detalhes sao encontrados
no Capitulo 2). O pardmetro de desdobramento hiperfino isotrépico observado para a
componente P é similar ao obtido para marcadores de spin em tampao, indicando que os
radicais nitroxidos desta componente estao expostos a agua. Agora, os resultados obtidos
para a componente H, mostra que as sondas de spin estao localizadas na membrana [61],

tendo menor mobilidade e menor valor do parametro 2ay.

Estrato Cérneo

Figura 4.2: Espectro de RPE experimental (linha) e simulado (circulos abertos) do DTBN em
membranas de DMPC, DPPC e estrato cérneo para véarias temperaturas. A varredura de campo
magnético é de 50 G.

O parametro f, igual a H/(H + P) (Fig. 4.1a)), tem sido utilizado inicialmente

na literatura como a fragao aproximada do marcador de spin dissolvido na membrana
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[62]. Este parametro tem a vantagem de ser medido diretamente nos espectros e mais
adiante serd comparado com o parametro da fracdo de marcadores na membrana obtido
por simulagao espectral, Ny. Um modelo de duas componentes espectrais descrevendo
uma difusao Browniana do DTBN foi adotado para simulacao dos espectros de RPE. O
préprio programa pode simular as linhas satélites laterais da contribuicao do spin-eletronico
nuclear do C-13 (existe uma probabilidade considerdvel de um dos dtomos de carbono
vizinho ao nitrogénio ser o isétopo C-13, cujo spin nuclear vale %, causando desdobramento
superhiperfino; por exemplo, na Fig 4.1c, ao lado de cada uma das linhas de ressonancia do
espectro é vista uma linha satélite do referido dubleto). O espectro de RPE de melhor ajuste
(circulos abertos) e o experimental (linhas) do DTBN em membranas de DMPC, DPPC e
EC estao mostrados na Fig 4.2 para trés temperaturas distintas.

Pode-se verificar que a populacao relativa da componente H aumenta, com o
aumento da temperatura, indicando uma elevacao da particao do marcador para o meio
hidrofébico. O espectro de RPE ¢ sensivel ao tempo de correlacao rotacional, o qual
representa uma avaliacao do tempo médio que o marcador gasta para se reorientar, sendo

este da ordem de 1071° a 1078 segundos [63].

4.2 Coeficiente de Particao do DTBN Entre as Fases
Polar e Hidrocarbonica

As mudancas na particao do marcador com relacao a temperatura podem ser

observadas na Fig 4.3, onde sao mostradas as dependéncias do parametro espectral f e da
. . . s 4 . :

populacao relativa da componente Ny. Como o parametro “f’é apenas uma estimativa
aproximada da fracao de marcadores na membrana, verifica-se uma diferenga ao ser feita
uma analise ponto a ponto dos graficos, mas o comportamento geral é semelhante. Os
parametros relacionados as membranas artificiais DMPC e DPPC mostram pronunciadas
transicoes de fase, enquanto que na membrana de EC sao observadas suaves variagoes no

coeficiente de inclinagao.
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Para DMPC ocorre uma transicao de fase suave a «~ 13 e outra abrupta a «~ 23°C.
A transi¢ao a « 13°C corresponde a transicao da fase gel (Lg) para a fase de pré-transicao
(Pg) e, a principal transicao de fase, a «~ 23°C, corresponde a transi¢ao da fase Py para
a fase fluida ou liquido-cristalina (L) [64,65]. Em DPPC as temperaturas destas mesmas
transicoes de fase sao v~ 34 e «» 42°C, correspondendo as transi¢oes da fase Lg para a fase
Py e da Py para a L, respectivamente [64,65]. Comparada aos fosfolipidios, a membrana
de EC é caracterizadas por uma suave transicao, visualizada pela maior inclinacao da curva

no intervalo de temperatura entre «» 50 e «~ 74°C .
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Figura 4.3: Parametro espectral f = H/(H + P) descrito na Fig. 4.1 e a populagao relativa do
DTBN na componente H (quadrados abertos), Ny, determinada pela simulacao espectral, para
vesiculas multilamelares de DMPC (grafico a esquerda), DPPC (grafico ao centro) e membranas
de estrato cérneo (grafico a direita), versus a temperatura..

De acordo com a teoria da difusao-solubilidade, o coeficiente de permeabilidade
(P) de uma molécula ao atravessar uma membrana é diretamente proporcional ao coeficiente

de particao na bicamada, K, e ao coeficiente de difusao através dela, D, e inversamente
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proporcional a espessura da bicamada, Az [66]. A expressdo correspondente ¢é a seguinte:

KD
P=—. 4.1
N (4.1)
Da equagao de Einstein-Stokes, tem-se que
kT
D = , (4.2)
6mnr

onde kT representa a energia térmica, 7 viscosidade da membrana, e r é o raio da molécula.
J& o coeficiente de particao K é definido como a razao entre a concentracao do soluto na

membrana, cy, € a concentracao do meio aquoso, cp, de modo que

K= (4.3)
Cp
ou
NH/Vmembrana
K ==t e 4.4
NP/V;olvente ( )

sendo Ny e Np as populagoes relativas do marcador de spin do meio hidrofébico e polar,
respectivamente. Como Ny e Np sao obtidos da simulacao dos espectros, o valor de K pode
ser determinado se houver o conhecimento dos volumes relativos de membrana e solvente na
amostra.

Para estimar os volumes relativos solvente-membrana em DMPC e DPPC foi
levado em conta volume da amostra dentro do tubo capilar (v« 25uL), do qual foi subtraido
o volume dos lipidios, sendo que a massa de lipidio usado foi de 3,5 mg e a densidade
dos lipidios foi considerada como 0,8 mg/ul. O valor médio obtido destas avaliagoes foi
4.5 (=Visowente/ Vimembrana). Jé no caso do EC, em trabalhos anteriores [61] foi verificado
que, em nosso método padrao de preparagao das amostras de EC acondicionado no capilar,
o contetdo de dgua (peso/peso) fica entre 65 e 67% do total. Do peso seco restante, 17%
correspondem aos lipidios. A partir destas consideracoes de volume de membranas, a razao do
volume do solvente pelo volume da membrana calculada foi 10. Assumiu-se que o marcador
esta distribuido por toda membrana e que a temperatura causa alteragoes significativas nos

volumes da membrana e do solvente.
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Tabela 4.1: Variacao da energia livre de Gibbs (a 26°C), da entalpia e entropia relacionadas com
a transferéncia do marcador DTBN da dgua para as membranas de DMPC, DPPC e EC.

Amostras AGY . (kcal mol™') AHY_ (kcal mol™") ASY_  (cal mol~' K1)

DMPC 06-20 °C —0, 8" 148 52,2
DMPC 22-34 °C 0,2 5.8 20,2
DPPC 30-38 °C 0,3 10,8 37,1
DPPC 42-62 °C 0,2 3,1 11,0
EC 22-46 °C 0,3 3,9 14,1
EC 50-70 °C 0,7 14.8 52,1
EC 74-82 °C 0,05 3,3 11,2

@ Qs valores foram calculados com base nas Eq. 4.6 e Eq. 4.7, usando os dados da Fig. 4.4

A mudanca na energia livre padrao de Gibbs, AGY, para transferir uma molécula
da fase aquosa para a hidrocarbonica, pode ser calculada com base no coeficiente de particao
[67,68]:

AG = AG° + RTInK, (4.5)

onde AG ¢é a energia livre de Gibbs, R é a constante dos gases, T é a temperatura absoluta
e K aqui ¢ a constante de equilibrio.

Como as populagoes de spin se encontram em equilibrio termodinamico, a variagao
da energia livre de Gibbs é nula, ou melhor, AG = 0. Mas AG° pode ser escrito em termos

da energia livre padrao, da seguinte forma:

AG? = —RTInK, (4.6)
ou
AS®  AH°
InK = =2 =" 4,
" R RT’ (47)

onde ASY corresponde a variacao da entropia padrao associada a transferéncia das moléculas
do solvente para o interior da membrana e AH% a variacao de entalpia padrao referente ao
mesmo fenémeno.
Na pratica, os valores dos parametros termodinamicos podem ser determinados
pelo grafico de van’t Hoff, como plotado na Fig. 4.4, no qual o coeficiente angular é dado
AHO ASO

por 24— e a interse¢ao com o eixo das ordenadas ¢ =5-. Na Tab. 4.1 estao alguns valores
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calculados para as energias livre padrao de Gibbs, as entalpias e entropias. Os resultados na
presenca dos terpenos foram essencialmente os mesmos observados nas amostras controle,

mas nao sendo incluidos na tabela.
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Figura 4.4: Logaritmo natural do coeficiente de partigdo, In K, do DTBN em vesiculas mutila-
melares de DMPC, DPPC e membranas de estrato cérneo (EC) versus a temperatura absoluta
reciproca. Os terpenos foram acrescentados a uma razao molar de terpenos:lipidios de 0,75:1 para
DMPC e DPPC e a 1% terpeno (peso/volume) em estrato cérneo.

Nota-se que na presenca de terpenos sé estd presente a transicao de Py para
L., onde as temperaturas de transicao foram abaixadas em, aproximadamente, 8°C. As
membranas de DMPC e DPPC nao foram afetadas pelos terpenos na fase liquido-cristalina.
Em contraste, as amostras de EC tiveram um aumento da particao do DTBN, causadas
pelos terpenos, em todos os intervalos de temperatura medidos. Isto, provavelmente, esta
relacionado ao fato que as bicamadas de DPPC, na fase liquido-cristalina, ja alcancaram o
efeito maximo de desordem para a relacdo molecular empregada de terpeno:DPPC (0,75:1).
A 50°C o valor de In K é, aproximadamente, 1,25 para as amostras controles de EC, sendo
que para o DPPC, este valor é de aproximadamente 3,0.

O efeito da concentragao dos terpenos nas membranas de EC também foi estudado
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[Cineole]

Figura 4.5: Alteragoes no espectro de RPE ocasionados devido ao aumento da concentragao de
1,8-cineole, onde o espectro experimental sao as linhas e o simulado os circulos vazios

no presente trabalho. Na Fig. 4.5 estao apresentados espectros de RPE para concentracoes
crescentes do terpeno 1,8-cineol. Examinando estes espectros verifica-se que a medida que
a concentragao do terpeno aumenta, a particao do marcador também aumenta, sendo que
na concentracao de 1% ja é observado um efeito importante do terpeno na membrana e com

concentracoes superiores a 3% ¢ observada a saturacao do efeito.

4.3 Dinamica Molecular do DTBN nas Fases Aquosa e
Hidrocarbonica

O tempo de correlacao rotacional, 7., do DTBN em membranas de DMPC, DPPC
e EC esta plotado na escala logaritmica como func¢ao do reciproco da temperatura absoluta

(Figura 4.6). Os painéis A e B se referem ao marcador de spin na membrana e no solvente,



4.3 Dinamica Molecular do DTBN nas Fases Aquosa e Hidrocarbonica 54

A t(c)
30 20 10 58 42 30 70 50 30
DMPC DPPC EC
@
P 00000°®
.'.. R !=!!. I I
° . : N I/I/ g
* A
] : ¢ : A II/I’; *
AA %
— i 'Y | ‘0 4
2 o vedred 01 ' 01- II/ ‘:gf'
v *x * A i“. . **A II ;::
*
8 R ‘/‘ T ‘lz .E‘ IIII !: *
l/ —e— Controle " :/i/i\i.‘ A ,’f‘**
¢ s-carvona L4 ‘ ] Ql
= 18-cineol e, AX bt *s
A (+)limoneno M
*  o-terpi A
0014 o-terpineol 0014 001
32 33 34 35 36 37 30 31 32 33 34 2829 30 31 32 33 34
1000/T (K")
t(°C)
B 30 20 10 58 42 30 70 50 30
DMPC o DPPC EC
/././ ,.......
0 o0
./ I I
01 1
0,14 s
° II/I
@ o /o/./.\°0/ 0,14 I/
\/o o ® oo
s ) Doge
o4 (0,014 n®
0,01 ﬂ.gﬁi;/g ’Q?/gggﬁn *z*ﬁﬁﬁégcé
5 40888° o foda o8 ﬁééﬂg\é‘é\
Q D%‘i‘ ) ﬁ:%D/uD %
@ KOO K0
1E-34 0-8-3/~
T T T T T T T T 0101 T T T T
32 33 34 35 36 37 3,0 31 32 33 34 28 30 32 34
1000/T (K")

Figura 4.6: Tempo de correlagao rotacional, 7., do DTBN em membranas de DMPC, DPPC e
estrato cérneo (EC) versus o reciproco da temperatura absoluta. Os terpenos foram adicionados
a uma fragdo molar terpeno:lipidio 0,75:1 para DMPC e DPPC, e 1% (peso/volume) utilizado
nas amostras de EC. Os painéis A e B se referem ao marcador na membrana e no solvente,

respectivamente
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Tabela 4.2: Energia de ativagao para o tempo de correlacao rotacional do marcador de spin DTBN
nas membranas de DMPC, DPPC e EC.

Amostras E, ( Kcal mol™1)
DMPC 02 - 18 16
DMPC 22 - 34 38
DPPC 22 - 34 0,6
DPPC 44 - 62 1,8
EC 22 - 42 2.
EC 46 - 70 42
EC 74 - 82 1.6

% Os valores numéricos foram calculados com base na Eq. 4.8, usando os dados da Fig. 4.6A

respectivamente. Este grafico de Arrhenius nos permite calcular a energia de ativacao
aparente, F,, para os movimentos rotacionais nas regioes de dependéncia linear dos graficos,

usando a seguinte equacao:

E,
Tc = Aexp (— R%) (4.8)

onde A é um fator pré-exponencial, E, é a barreira de energia que os marcadores de spin
precisam superar para alcancar estados de movimento mais elevados. Alguns valores de FE,
obtidos do gréfico da Fig. 4.6A sao mostrados na Tabela 4.2. Nota-se que quanto maior é
o coeficiente de inclinacao da curva, maior sera o valor de F, e, mudancas neste coeficiente
indicam possiveis transigoes de fase. E interessante notar que, a mobilidade do marcador
de spin reflete as transi¢oes de fase da membrana (Fig 4.6A), dando suporte aos resultados
verificados para o coeficiente de partigao (Fig. 4.4). Para as membranas de DMPC e DPPC
verifica-se que os terpenos nao alteraram significativamente a mobilidade do marcador na fase
fluida, onde a dinamica molecular ja é alta. A Fig. 4.6B mostra que o tempo de correlagao
rotacional do marcador na fase aquosa para as amostras de EC foram maiores que para as
bicamadas de DMPC e DPPC devido a uma maior viscosidade do solvente nas amostras
de EC. Além disso, o parametro 7. da sonda de spin em EC, na fase aquosa, aumenta com
a temperatura, sugerindo que marcador de spin da fase polar pode penetrar na regiao dos

grupos de cabeca polares.
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4.4 Polaridade Local do DTBN no Meio Hidrocarbonico
e Aquoso

O acoplamento hiperfino isotrépico com o '“N, ag, aumenta com o aumento
da constate dielétrica ou da polaridade do solvente em que os radicais nitroxidos estao
dissolvidos. Para analisar a localizagao predominante do D'TBN nas membranas e verificar se
os terpenos podem alterar esta localizacao, o parametro ag foi medido para os trés sistemas
estudados, na presenca e auséncia de terpenos (Fig. 4.7). Em experimentos utilizando o
marcador de spin glicerofosfolipidio com o grupo nitréxido (DOXIL) inserido na posigao n
da cadeia sn-2 (n-PCSL) em bicamadas de DPPC, o valor do parametro ay obtido foi de
15,1 G paran = 4 e 14,5 G para n = 16 [69], correspondendo a uma reducao de 0,6 G ao
longo da cadeia lipidica. Os valores de ag observados para o DTBN em DMPC, DPPC e
membranas de EC estdo na gama de 15,55 para 15,85 G (Fig. 4.7), porém, é necessério fazer
uma correcao nestes valores, a fim de comparar-los com os da classe DOXIL. A comparacao
com a classe do DOXIL se torna necessaria, pelo fato de ser a unica classe de marcadores
que permite tragar o perfil de polaridade no interior da bicamada, isto porque o radical
nitroxido deste grupo pode ser colocado em qualquer posicao da cadeia graxa. Medidas
do parametro ay para os marcadores de spin DTBN, TEMPO e DOXIL (5-DOXIL acido
estedrico) em terpenos e outros solventes variando a constante dielétrica foram realizadas
a 25°C (Tabela 4.3). Os valores encontrados para o DTBN e TEMPO (Fig. 3.2) foram
respectivamente 1,0 e 1,2 G mais altos que os do DOXIL. Portanto, subtraindo 1,0 G dos
valores de ay apresentados na Fig. 4.7 pode-se notar que o méaximo valor alcangado seria de
14,85 G que corresponde ao valor médio entre 14,5 (n = 16) e 15,1 (n = 4) observados para
o DOXIL em bicamadas. Assim, o valor de ay de «~ 15,85 G observado acima da transicao
principal de fase para DMPC e DPPC (Fig. 4.7) é consistente com o DTBN distribuido por
toda a bicamada e os valores de cerca de 15,6 G encontradas na fase gel é compativel com

o marcador localizado predominantemente no centro da bicamada.
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Tabela 4.3: Valores do desdobramento hiperfino isotrépico do nitroxil nos marcadores de spin
5-DOXIL, DTBN e TEMPO em terpenos e outros solventes de variadas constantes dielétricas na
temperatura de 25°C.

Amostras 5-DOXIL TEMPO DTBN
s-carvona 14,4 15,8 15,6
1,8-cineol 14,2 15,5 15,3
(+)-limoneno 14,4 15,7 15,7
a-terpineol 14,1 16,1 15,9
Etanol 14,9 16,3 16,1
Agua 15,8 17,3 17,2
DMSO 14,9 16,2 16,1
Nujol 14,0 15,4 15,2
1724 o 4 o Baeis DMPC 17,21 fooon DPPC {17,2- EC
Beget | | O iy
i O RE
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Os
sfmbolos cheios sao os valores obtidos de ag para a regiao hidrofébica enquanto que os vazios estao
relacionados ao ambiente do solvente. Na figura da esquerda, estd uma legenda dos simbolos que
serve para DMPC, DPPC e EC.

Figura 4.7: Parametro de desdobramento hiperfino isotrépico (ag) versos a temperatura.

As vesiculas de DMPC e DPPC na presenga do a-terpineol e (+)-limoneno
apresentaram niveis de polaridade similares acima e abaixo da principal transicao de fase e
no caso do L( - )-carvona e 1,8-cineol os valores foram menores, abaixo de 6°C para DMPC

e, de 26°C para DPPC. Em contraste, para as amostras de EC s6 o a-terpineol manteve

a polaridade da sonda nos niveis mais altos observados e os outros terpenos nao alteraram
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significativamente a polaridade do marcador. Uma caracteristica particular do a-terpineol
é conter um grupo doador de ligacoes de hidrogénio para formar pontes de hidrogénio com
o nitréxido e assim, estes dados apdiam a idéia que o a-terpineol se distribui ao longo da
membrana e com seus grupos polares aumentam a polaridade no interior da membrana.
Como pode ser observado na parte superior da Fig. 4.7, a polaridade detectada
pelo marcador de spin em EC, na fase aquosa, decresce com o aumento da temperatura,
sugerindo que as sondas de fora da membrana podem visitar seu interior nas vizinhancas
dos grupos polares e a probabilidade desta ocorréncia é crescente com a temperatura. Este
comportamento também é aparente para DPPC e, neste caso, parece refletir a transicao de

fase principal da bicamada. Ou seja, os terpenos nao alteram a polaridade do solvente.



Capitulo 5

Discussoes

A organizacao do EC é complexa e sua composi¢ao nao é comum. Em EC humano
tém sido identificadas nove subclasses de ceramidas [70], junto com &cidos graxos livres de
cadeias longas, colesterol e sulfato de colesterol, organizados em fases lamelares cristalinas.
Estudos em EC humano, de rato e de porco utilizando a técnica de difracao de raios-X de
baixo angulo indicaram a presenga de duas fases lamelares lipidicas com distancias repetidas
de «6 e 13 nm, as quais desaparecem entre 60 e 75°C [70-73]. Difragao de raios-X de alto
angulo [72, 73] e difragao de elétrons [74] evidenciaram que o empacotamento lateral dos
lipidios é do tipo ortorrombico em temperatura ambiente, com uma transicao para uma
sub-rede hexagonal ocorrendo entre 30 e 40°C [70,74]. Entre as temperaturas de 75 e 95°C
a estrutura hexagonal desaparece [72, 73], com uma provavel mudanga para a fase liquida
cristalina. Embora os lipidios nas fases lamelares formem, predominantemente, fases laterais
cristalinas, uma pequena por¢ao de lipidios na fase liquida provavelmente coexiste [70].

Os resultados de RPE obtidos neste trabalho usando o marcador de spin DTBN
foram similares aos ja reportados com o marcador TEMPO, outro marcador de baixo peso
molecular [61]. Neste trabalho foi incluido o estudo dos terpenos em vesiculas de DMPC,
mostrando resultados semelhantes daqueles das membranas de DPPC, onde os terpenos nao
provocaram alteracoes significativas na dinamica e no coeficiente de particao do marcador
de spin nas bicamadas de fosfolipidios, quando na fase liquido - cristalina. Entretanto,

nas outras fases destas membranas modelos, os terpenos provocaram aumento de ambos os
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parametros, além de promoverem um atraso na transicao de fase destas vesiculas. A particao
de farmacos em membranas estd correlacionada com sua absor¢ao na pele [75], sendo um
passo essencial para sua difusao [76] e este trabalho mostra que a parti¢ao também esta
associada com a dinamica molecular da membrana.

Como a resolucao espectral do DTBN é melhor que a do TEMPO foi possivel obter
informagoes sobre a localizacao do marcador no interior das membranas fazendo uso da alta
sensibilidade do nitréxido a polaridade local. O perfil de polaridade no interior de bicamadas
lipidicas tem sido frequentemente mapeado usando marcadores da classe DOXIL, onde a
posicao do nitréoxido é variada, carbono a carbono, ao longo da cadeia metilénica. Entretanto,
o desdobramento hiperfino isotrépico ag para o DTBN da valores sistematicamente maiores
daqueles do DOXIL, sendo esta diferenga de 1 Gauss (Tab. 4.3). Devido ao desconhecimento
da necessidade desta correcao tém sido muitas vezes interpretado que tanto o marcador
TEMPO como o DTBN estao predominantemente localizados na regiao dos grupos polares
das membranas. Como exemplo, podemos citar o trabalho de Miroslav Peric et al. publicado
em 2005 [77]. Em trabalho anterior de nosso laboratério [61] foi medido o ag dos marcadores
TEMPO e DOXIL para varios solventes e fazendo a devida correcao foi interpretado que o
TEMPO fica completamente distribuido pela bicamada de DPPC ou de EC em toda faixa
de temperatura medida. Recentemente, Derek Marsh e Claudio Toniolo [78] analisaram os
valores de ay de alguns marcadores, incluindo o DTBN, em solventes préticos e apréticos,
com variacoes nas constantes dielétricas e trataram em detalhes as diferengas intrinsecas no
desdobramento hiperfino dos diferentes marcadores de spin. Com base nestas informacoes,
foi interpretado que o DTBN se distribui completamente pelas bicamadas de DMPC e
DPPC quando na fase liquido-cristalina ou, em EC, nas temperaturas mais altas (« 60-
80°C). J4 para temperaturas mais baixas o marcador de spin tende a se concentrar na regiao
central das bicamadas. Interessante notar que no caso das bicamadas de DMPC e DPPC
os deslocamentos do DTBN no interior das bicamadas refletiram suas principais transi¢oes

de fase (Fig. 4.7). Além disso, foi demonstrado que o DTBN da fase aquosa pode penetrar
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na regiao dos grupos polares das membranas, como deduzido da reducao na polaridade local
(Fig. 4.7) e concomitante redugao do movimento rotacional (Fig. 4.6B). Esta interacao dos
marcadores externos com a interface polar aumentou com a temperatura (Fig. 4.7).

Neste trabalho, os espectros RPE foram simulados com o programa EPRSIM
em vez do NLLS que, no caso especifico da DTBN foi menos adequado, principalmente
devido ao rapido movimento de rotacao desta sonda. O programa NLLS gera o parametro
Log Rbar, cujo valor para TEMPO em amostras de EC a 70°C foi de 9,1 s~!, enquanto o
EPRSIM gera o 7., cujo valor correspondente para o DTBN foi de 0,035 ns (Fig. 4.6A).
A relagao entre estes dois parametros é dada por Log Rbar :i, portando o valor do
Log Rbar correspondente para o DTBN seria 9,7 s~!, representando, portanto, uma maior
taxa de difusao rotacional. Grande esforco foi realizado para delinear as transicoes de fase
em membranas EC através desse marcador. Os aumentos nos coeficientes de inclinacao
observados nas curvas das amostras de controle plotados nas Fig. 4.5 e Fig. 4.6A, os
quais foram aparentes na faixa de temperatura de «~ 50 para « 74°C, foram intensamente
analisadas. A « 50°C, o aumento de inclinacao foi evidente em todos os experimentos,
enquanto o decréscimo a « 70°C é o resultado de uma média, mas nao foi claramente
visivel em todos os experimentos. O comportamento termotrépico da particao e movimento
rotacional do DTBN em membranas de EC, aqui apresentada, esta em estreita concordancia
com os dados obtidos por transformada de Fourier de infravermelho (FTIR- do inglés Fourier
Transform Infrared) em um estudo em EC de suinos e seus extratos lipidicos, onde foi relatado
um aumento na freqiiéncia de estiramento dos grupos metilénicos (vsCHs), no intervalo de
temperatura de 60 a 80°C, associado com fusao das cadeias alquilas (Ongpipattanakul et
al., 1994) [79]. Em experimentos de DSC (do inglés Differential scanning calorimetry) foram
identificadas quatro transigoes de fase em EC de ratos recém-nascidos (usado neste trabalho)
sendo em torno de 42°C (T}), 55°C (T}), 70°C (T3) e 78°C (T3), as quais tem sido atribuidas
a fusdo lipidica [80]. As duas principais transigoes de fase do EC humano ocorrem a 72°C

(T3) e 83°C (T3), sendo detectado que os terpenos (+)-limoneno e 1,8-cineol reduziram as
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temperaturas destas duas transigdes por aproximadamente 20°C [81].

E bem conhecido que bicamadas de fosfolipidios podem exibir grandes aumentos
de permeabilidade nas regices de coexisténcia de duas fases gel-liquida cristalina [82-84].
Este fenomeno pode ser atribuido a um aumento na permeabilidade nos dominio de fronteiras
onde estas duas fases coexistem em equilibrio [83,85]. Os mecanismos sugeridos para esta
alta permeabilidade tém enfocado as flutuacoes de densidade das regioes de contorno onde
as duas fases coexistem, as quais aumentam a probabilidade de formagao de defeitos ou
poros transientes que aumentam a permeabilidade para um valor maximo na temperatura
de transigao, T,, [83]. Neste contexto, a probabilidade esperada para a formacao de defeitos
nas membranas de EC deve ser baixa, tendo em vista os resultados apresentados neste
trabalho, o qual indicou suaves reorganizacoes termicamente induzidas das membranas de
EC, e alta estabilidade, ao longo de todo o intervalo de temperatura medido. Medidas da
permeabilidade em EC de suinos tém revelado que a energia de ativagao para o fluxo de agua
¢ 17,2 kcal mol™! na grande faixa de temperatura de 22-70 °C e 5,7 kcal mol~! acima de 70°C,
indicando que a fungao de barreira do EC é reduzida apenas em altas temperaturas [86].

A espectroscopia de transformada de Fourier de infravermelho por reflectancia
total atenuada (ATR-FTIR) foi usada para estudar a organizagdo molecular dos lipidios
do EC em um sistema modelo e na presenca dos terpenos 1,8-cineole e L-mentol onde
foram detectadas alteracoes na freqiiéncia da amida-I, sugerindo que eles causam rupturas
na rede de ligagoes de hidrogénio na interface polar da membrana [31]. Estes resultados
estao de acordo com aqueles obtidos por espectroscopia de RPE de marcadores analogos
do acido estedrico incorporados nas membranas de EC, em que 1% de L-mentol ou 1,8-
cineol (peso/volume) provocaram um aumento dramético na fluidez da membrana, sendo
interpretado pelos autores que os terpenos enfraquecem a rede de ligagoes de hidrogénio na
regiao dos grupos polares. Com base na formacao de ligagoes de hidrogénio, foi usado neste
trabalho um terpeno que contém um grupo doador de hidrogénio (o dlcool a- terpineol),

dois com grupos receptores de hidrogénio (o éter 1,8-cineol e o cetona L (-)-carvona) e um
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terpeno que nao forma ligagao de hidrogénio (o hidrocarboneto (+)-limoneno). Embora os
terpenos podem, em principio, diminuir a formacao de ligacoes de hidrogénio na interface
membrana-agua, os resultados do presente trabalho sugerem que os efeitos dos terpenos sobre
as membranas nao depende necessariamente de uma competicao direta por estas ligagoes,
uma vez que os efeitos do (4)-limoneno que nao as forma, nao foram significativamente

diferentes dos outros terpenos.



Capitulo 6

Conclusoes

O presente trabalho faz uso de um pequeno marcador de spin para mimetizar um
farmaco e assim estudar a atividade de terpenos como facilitadores da permeacao em EC.
Como o EC ¢é um sistema complexo foram realizados experimentos paralelos em bicamadas
modelos de DMPC e DPPC onde as propriedades de membranas sao bem conhecidas na
literatura.

Os terpenos em membranas EC na concentracao de 1% (peso/volume) ou na
razao molar terpeno:lipidico de 0,75:1 em DMPC ou DPPC aumentaram o coeficiente de
particao e o movimento rotacional do marcador de spin DTBN nas membranas, ambos os
parametros correlacionados com a permeagao.

A agado dos terpenos é maior em membranas ordenadas como é o caso do EC e
diminui quando a membrana ja estd desordenada como no caso das bicamadas de DMPC e
DPPC na fase liquido-cristalina.

Em comparacao com os outros dois sistemas de membranas, o comportamento
termotrépico das membranas de EC foi caracterizado por suaves mudancas, tendo no intervalo
de temperatura de «\50 a «~74°C as maiores mudancas termicamente induzidas.

Medidas da polaridade indicaram uma completa distribuicao do D'TBN no interior
das membranas, quando em temperaturas acima da principal transicao na DMPC e DPPC
ou, de aproximadamente -~70°C no EC. Para temperaturas mais baixas ocorre uma predominante

localizagao no centro das bicamadas. Além disso, as medidas da polaridade associadas com

64
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medidas da dinamica molecular também mostraram que, uma fracao dos marcadores de spin
fora da membrana podem penetrar na interface polar das membranas e, que esta fracao de
sondas gradualmente aumenta com a temperatura.

Os terpenos sao pequenas moléculas hidrofébicas que penetram em membranas e
em altas concentragoes podem atuar efetivamente como espacgadores, aumentando a fluidez
da membrana e enfraquecendo a rede de ligacoes de hidrogénio na interface polar. Este
processo pode facilitar a particao de pequenas moléculas polares e, conseqiientemente, a sua
permeacao através das membranas.

Uma vez que os efeitos de diferentes tipos de terpenos sobre as membranas
nao foram significativamente diferentes, este trabalho também mostra que os terpenos ou
combinagoes deles podem ser escolhidos, buscando maiores aumentos de permeacao com a

minima toxicidade sobre a pele.
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