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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doencga tropical causada por diferentes espécies do género
Leishmania que atinge boa parte do mundo e, nas duas dltimas décadas, sua manifestacao
visceral (LV) reapareceu de forma preocupante, uma vez que sua letalidade vem aumentando
de forma gradativa. Vérios medicamentos estdo sendo testados, incluindo o andlogo lipidico
sintético hexadecilfosfocolina (miltefosina), que é um agente antitumoral e antileishmania que
age nas membranas celulares e pode induzir apoptose. O primeiro local de interacdo dos
andlogos de fosfolipidios ¢ a membrana celular e eles apresentam atividade citotéxica ndo
especifica em concentragdes acima da sua concentracdo micelar critica, sendo importante o
conhecimento de suas propriedades de agregacdo em meio aquoso e sua forma de interacdo
com outros agregados presentes no meio. Além disso, derivados fluorescentes da miltefosina
permitem o uso de técnicas de fluorescéncia para a caracterizacdo de sua atividade
leishmanicida.

Neste trabalho examinamos propriedades de agregacdo da miltefosina (MT) e de seu
andlogo fluorescente MT-BODIPY em meio aquoso, utilizando técnicas baseadas em medidas
de tensao superficial e de espectroscopia de fluorescéncia, tanto estatica como com resolugao
temporal. Os resultados de cmc da miltefosina, a 25°C e com diferentes métodos, foram 60
uM em meio aquoso puro (dgua Milli Q), 50 pM em tampao fosfato 10 mM (pH 7,4), e 35
puM em tampdo fosfato com NaCl 150 mM. Através do estudo de varios parametros de
fluorescéncia, verificamos que para a MT-BODIPY, um limite superiror para sua cmc € de
10uM.

Utilizando a sonda fluorescente amino-hexadecil-benzamida (Ahba) estudamos a
interacdo entre a miltefosina e vesiculas fosfolipidicas de DMPC e DPPC, analisando os
espectros de absorcdo e emissao fluorescente, a anisotropia estitica e os decaimentos da
intensidade fluorescente e da anisotropia. O conjunto de resultados mostrou que os efeitos do
acréscimo de miltefosina as vesiculas, no intervalo de razdes molares entre 1:100 e 5:100, ndo
sdo monitorados pela sonda Ahba, uma sonda localizada na regido das cabecas polares. Por
outro lado, a andlise da fluorescéncia intrinseca da MT-BODIPY mostrou que seu acréscimo,
no mesmo intervalo de razdes molares, promove desorganizacdo da bicamada lipidica. Como
nesse caso o grupo fluorescente localiza-se no final da cadeia alifatica, concluimos que os
maiores efeitos da miltefosina sobre as bicamadas ocorrem na regido interna das cadeias

apolares.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of tropical diseases caused by different species of the
genus Leishmania which reaches almost the whole world, including Brazil, and, on the last
decades, its visceral form reappeared with a lot of million people at risk of infection, and the
lethality is increasing every year. Several drugs have been used to treat the disease, and
miltefosine, a synthetic phospholipid analogue, has been tested and is already used in some
countries. This drug is a confirmed antitumor an antileishmanial agent that acts on the cell
membranes, which is the first local of interaction of a phospholipid analogue. The cytotoxic
activity is not specific on concentrations above its critical micelle concentration, and the
knowledge of the aggregation properties of the drug in aqueous medium becomes important,
as well as its interaction with aggregates presents in the environment. Fluorescent analogues
of miltefosine allow the use of fluorescent techniques to characterize the antileishmanial
activity of miltefosine.

In this work we investigate the aggregation properties of the drug miltefosine (MT),
and the fluorescent analogue MT-BODIPY in aqueous medium, by using techniques of
surface tension measurements and both, steady-state and time-resolved fluorescence
spectroscopy. The values of miltefosine cmc at 25°C from different methods were about 60
UM in pure aqueous medium (Milli Q water), 50 uM in phosphate buffer 10 mM (pH 7.4),
and 35 pM in phosphate buffer with NaCl 150 mM addition.

The fluorescent probe amine-hexadecyl-benzamide (Ahba) was used to study the
interaction of miltefosine with phospholipid vesicles of DMPC and DPPC, from absorption
and fluorescent emission spectra, steady-state anisotropy and fluorescence and anisotropy
decays. The results have showed that the effects of miltefosine addition in the vesicles, with
molar ratios between 1:100 and 5:100, are not monittored by the probe Ahba, which is located
on the polar head groups region on the bilayer. On the other hand, analysing the intrinsic
fluorescence of the analogue MT-BODIPY, we concluded that when the molecule is added, in
the same molar ratio intervals, there is a desorder in the lipidic bilayer. The fluorescent group
BODIPY is located on the MT aliphatic tail, therefore, the more accentuated effects of

miltefosine in the bilayers occur in the region of the apolar tails.

Keywords: Fluorescent analogues. Miltefosine (hexadecylphosphocholine). Leishmaniasis.

Amphiphilic aggregates. Fluorescence spectroscopy.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1 A Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca designada pela Organizacdo Mundial da Saidde (em inglés
World Health Organization, WHO) como negligenciada, termo usado para doencas,
principalmente em paises em desenvolvimento, para as quais ndo hd medicamentos eficientes,
acessiveis ou faceis de aplicar. As doengas tropicais negligenciadas (sigla em inglés, NTD)
sd0 uma consequéncia da pobreza. Os mais afetados sdo as populagdes mais pobres,
geralmente vivendo em d&reas rurais afastadas, favelas urbanas ou em zonas de conflito. As
NTDs nao tém prioridade nas politicas de saide publica. Embora clinicamente diversas, as
NTDs apresentam condi¢cdes comuns que lhes permitem persistir em condi¢des de pobreza,
onde elas se agrupam e frequentemente se sobrepdem. Mais de 1 bilhdo de pessoas — um sexto
da popula¢dao mundial — sofrem de uma ou mais NTDs [1].

O investimento das industrias farmacéuticas na produg¢do de medicamentos para as
NTDs € muito baixo, sendo justificado pelas mesmas pelo baixo retorno financeiro, ja que
essas doencgas atingem, em sua maioria, a populacdo de baixa renda dos paises em
desenvolvimento, exigindo a producdo de medicamentos de baixo custo.

As NTDs s@o um grupo de infec¢Oes parasiticas, bacterianas, e algumas virais e
fingicas, cronicas, debilitantes, que promovem a pobreza, e estdo entre as causas mais
comuns de enfermidades das pessoas mais pobres que vivem em paises em desenvolvimento.
Aproximadamente 40% das 556 milhdes de pessoas estimadas que vivem na América Latina e
no Caribe (LAC) vivem abaixo da linha de pobreza, incluindo 47 milhdes de pessoas que
vivem com menos de USS$ 1 por dia, e outros 74 milhdes que vivem com menos de US$ 2 por
dia. Em termos da distribui¢ao de renda, a LAC exibe a maior desigualdade, com um décimo
mais rico da populacdo com 48% da renda total e um décimo mais pobre com somente 1,6%.
Dois tergos dos pobres da regido vivem em favelas, assentamentos, bairros periféricos, ou
seja, em comunidade urbanas e peri-urbanas onde a pobreza se combina com as condi¢des de
dgua contaminada, saneamento pobre, e proliferacdo de reservatérios de roedores e vetores.
Na regido da LAC, ha 62.000 pessoas infectadas com a leishmaniose cutanea em 18 paises,
com maior vulnerabilidade das pessoas que habitam em favelas e dreas rurais pobres, e 5.000

pessoas infectadas com a leishmaniose visceral. Desses casos, 28.375 de LC e 3.386 de LV
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sdao no Brasil Os fatores mais relevantes na emergéncia da leishmaniose cutanea zoondtica
(sigla em inglés, ZCL) e da leishmaniose visceral zoondtica (sigla em inglés, ZVL) no novo
mundo sdo a pobreza, a urbanizacdo, a migracdo humana. Aproximadamente 62.000 novos
casos de ZCL ocorrem principalmente no Brasil, Colémbia, Paraguai, Venezuela, Panama,
Equador, e Peru [2].

Leishmania spp. sdo parasitas protozodrios que necessitam essencialmente de dois
hospedeiros obrigatdrios diferentes para completar seu ciclo de vida biolégico: um inseto
vetor invertebrado (Figura 1.1), geralmente fémeas de mosquitos Phlebotomus, no Velho
Mundo, ou Lutzomyia, no Novo Mundo, e um hospedeiro definitivo, o homem, o cao, ou até

mesmo um vertebrado selvagem [3].

Figura 1.1: Fémea do flebotomineo adulto, egurgitada. Fonte: [4].

Os parasitas Leishmania existem em duas formas que sdao morfologicamente e
bioquimicamente diferentes. A forma dos insetos, chamada de promastigota (Figura 1.2a), é
dotada de mobilidade e tem um corpo fusiforme. Os amastigotas aflagelados (Figura 1.2b)

tém formato esférico [3].

[
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Figura 1.2: Formas do parasita Leishmania: (a) flagelada ou promastigota e (b) aflagelada ou
amastigota. Fonte: [4].

A infeccdo se inicia quando um mosquito se alimenta do sangue de um hospedeiro
infectado (por exemplo, cdes, marsupiais, edentados, roedores). Pequenas quantidades de

sangue, linfa e macréfagos infectados com amastigotas de Leishmania sdo ingeridos. Uma vez
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ingeridos, os amastigotas migram para o intestino médio do mosquito, onde se transformam
em promastigotas por fissdo bindria [3].

Depois de um periodo de quatro a cinco dias, promastigotas se movem em direcdo ao
esofago e as glandulas salivares do inseto. O ciclo do parasita no inseto se completa em torno
de 72 horas [4]. Os mosquitos infectados, durante a segunda alimentacdo de sangue,
regurgitam promastigotas infecciosas da sua faringe na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. Uma vez na corrente sanguinea, promastigotas sdo fagocitados pelas células
fagociticas mononucleares do hospedeiro. Depois da fogocitose, a transformacdo para a
divisdo em amastigotas ocorre dentro de 24h. A interacdo entre Leishmania e macréfagos
desempenha um papel central na patogénese da infeccdo. A iniciacdo da infeccdo esta
relacionada a habilidade do parasita em se ligar e entrar na célula hospedeira. Uma vez que
um amastigota se estabeleceu e replicou dentro da célula hospedeira, o préximo passo € ele e
seus descendentes se espalharem para outros macréfagos. Dado o pequeno ndmero de
parasitas inoculados durante a transmissao natural (uma média de 1000) a propagacdo dos
amastigotas para macréfagos ndo infectados € crucial para o desenvolvimento da doenca. A
“fase silenciosa” que segue a infeccdo estd associada a interacdo de um grupo distinto de
moléculas do parasita consistindo de determinantes invasivas que estabelecem a infec¢do mas
ndo ativam efeitos ou mecanismos imunes. Os parasitas devem, portanto, se espalhar para as
células ndo infectadas sem causar uma resposta imune [5]. Enfim, as células hospedeiras
sofrem lise, liberando os parasitas, que se espalham para novas células e tecidos de diferentes
orgdos (principalmente baco, figado e medula 6ssea) causando lesdes e destrui¢dao do tecido
[3]. As infec¢Oes causadas podem se limitar a pele ou se espalhar para os 6rgdos internos. O

ciclo de vida da Leishmania est4 ilustrado na Figura 1.3.
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Figura 1.3: Ciclo de vida da Leishmania. Fonte: [4].

As leishmanioses sdo consideradas principalmente como uma zoonose, podendo
acometer o homem, quando este entra em contato com o ciclo de transmissao do parasita,
transformando-se em uma antropozoonose. Atualmente, encontra-se entre as seis endemias
consideradas prioritdrias no mundo (TDR/WHO) [4].

Ha diferentes espécies do protozodrio Leishmania (Tabela 1.1), algumas das quais

causam a doenga no Brasil [6].

Tabela 1.1: Taxonomia do género Leishmania. Adaptado de: [3].

Género Leishmania
Subgénero Leishmania Viannia
Complexos L. donovani L. major L. tropica L. mexicana L. aethiopica L. lainsoni L. brasiliensis L. guyanensis
L. mexicana
L. donovani
L. amazonensis
L. chagasi L. tropica L. brasiliensis L. guyanensis
Espécies L. major L. garhani
L. infantum L. killicki L. peruviana L. panamiensis
L. pifanoi
L. archibaldi

L. venezuelensis

A doenca pode apresentar trés diferentes formas clinicas, sendo elas a leishmaniose
visceral (LV), que ¢ fatal se ndo tratada, a cutanea (LC) e a mucocutanea (LM) [6].

O parasita protozodrio Leishmania donovani é o agente causador da leishmaniose
visceral (LV), comumente conhecida como calazar, e € transmitido para o homem por

mosquitos Phlebotomus infectados. No Novo Mundo, a Leishmania (Leishmania) chagasi é a
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espécie comumente isolada em pacientes com LV [4]. As complicacdes infecciosas e as
hemorragias sdo os principais fatores de risco para a morte na LV [7]. As dreas endémicas de
LV no mundo estio em destaque no mapa ilustrado na Erro! Fonte de referéncia nao
ncontrada.. A maioria dos casos de LV ocorre em apenas seis paises: Bangladesh, Brasil,

Etidpia, India, Nepal e Sudao [8].

[l Areas endémicas

Figura 1.4: Distribuicdo da leishmaniose visceral. Adaptado de: [9].

A leishmaniose cutinea (LC) é endémica no Novo Mundo, desde a fronteira dos EUA
com o México, atravessando a América Central e a parte norte da América do Sul, e chegando
até o Rio de Janeiro. A doenga pode ser causada por diversas espécies de Leishmania:
membros do subgénero L. vianna tais como L. v. panamensis, L. v. braziliensis e L. v.
guayanensis; € membros do complexo L. mexicana tais como L. m. amazonensis and L. m.
mexicana [10]. A leishmaniose mucosal € uma sequela da leishmaniose cutinea em
aproximadamente 1% a 5% das infec¢Oes por espécies Leishmania do Novo Mundo, tais
como Leishmania braziliensis [11].

A leishmaniose atinge boa parte do mundo, afetando 88 paises, sendo 72 paises em
desenvolvimento e 13 deles estdo entre os menos desenvolvidos. Mais especificamente a LV
ocorre em 65 paises. Sdo diagnosticados 0,5 milhdo de novos casos de LV por ano. [12]. A
maioria (90%) desses casos de LV ocorrem em dreas pobres rurais e suburbanas de 5 paises:
Bangladesh, India, Nepal, Suddo e Brasil. Noventa por cento dos casos de LC ocorrem em 7

paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita e Siria [13].
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Essa doenca constitui um problema de saide publica mundial que afeta mais de 12
milhdes de pessoas [14], havendo ainda 350 milhdes de pessoas que vivem com risco de
infeccdo [6]. Ainda ndo hd nenhuma vacina aprovada para uso clinico.

Em 1936, a leishmaniose foi encontrada em quase todos os estados do norte e nordeste
do Brasil. Nenhuma incidéncia epidémica da infec¢ao foi encontrada em qualquer dos focos,
mas a doenga existia endemicamente com casos esparsos. Nenhum caso foi observado em
cidades. Espécies de Phlebotomus eram encontradas regularmente em todos os focos. A
incidéncia da doenca, de acordo com a idade, era de 51% em criancas de menos de 6 anos,
17,4% em criancas de 6 a 10 anos e 29,9% em pessoas acima de 10 anos. O tratamento dos
casos clinicos com derivados de antimonio foi mostrado eficiente [15].

A América Latina e a regido do Caribe tém muitas dreas de pobreza, e sofrem com a
endemia das doencgas tropicais negligenciadas (NTDs). H4 uma desproporcionalidade na
concentracao dessas condi¢des entre os pobres vivendo no Brasil [16].

Segundo o Banco Mundial (em inglés, World Bank) 22% da populacdo da América
Latina e do Caribe vivem com menos de US$ 2 por dia, e a mesma porcentagem da populagio
do Brasil estd nessa situa¢do. O indice de Gini, uma medida da desigualdade da distribuicao
de renda e riqueza, € de 0,59 no Brasil, uma das maiores disparidades entre as pessoas ricas e
pobres. Aproximadamente 40 milhdes de brasileiros que vivem com menos de US$ 2 por dia
sdo um terco de todas as pessoas pobres que vivem na América Latina e na regido caribenha,
mas eles sofrem desproporcionalmente das NTDs. A maioria das NTDs na LAC ocorrem no
Brasil, incluindo a leishmaniose visceral. Em 2004, o niimero estimado de casos da doenga no
Brasil foi de 3.386, correspondendo a 67% da importancia da doenga na América Latina.

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regido Nordeste. O registro do primeiro caso
da doenga no Brasil ocorreu em 1913, em um paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato
Grosso. A partir de um estudo realizado para o diagndstico e distribui¢do da febre amarela no
Brasil, encontraram-se 41 casos positivos para Leishmania em individuos oriundos das
regides Norte e Nordeste. A seguir, o Lutzomyia longipalpis foi indiciado como espécie
vetora e foram descobertos os primeiros casos da infec¢do em caes [4].

Desde entdo, a transmissdo da doenca vem sendo descrita em vdrios municipios de
todas as regides do Brasil, exceto na Regido Sul (Figura 1.5). A doencga tem apresentado
mudancas importantes no padrdo de transmissdo, inicialmente predominado pelas

caracteristicas de ambientes rurais e periurbanos e, mais recentemente, em centros urbanos.
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No ano de 2003 a LV foi registrada em 19 das 27 Unidades da Federagdo, com
aproximadamente 1.600 municipios apresentando transmissdo autoctone. No Brasil, a LV
inicialmente tinha um carater eminentemente rural e, mais recentemente, vem se expandindo
para as areas urbanas de médio e grande porte, sendo também conhecida por Calazar e barriga

d*dgua [4].

Legenda
1 0 casos
1 1-5 casos
] 5-10 casos
B 10-20 casos
[ 50-192casos

Figura 1.5: Distribuicdo de casos autdctones de leishmaniose visceral por municipio do Brasil em
2002. Fonte: SINAN-COVEV/CGDT/DEVEP/SVS/MS [4].

No nordeste do Brasil, a ZVL, causada pelo L. chagasi, se tornou uma infec¢io
importante nas favelas de Fortaleza, Salvador, e outros centros urbanos, incluindo o Rio de
Janeiro e Belo Horizonte. O Brasil contribui para o maior fardo de NTDs nas Américas, e
apesar de o Brasil ser o maior pais na LAC, seu fardo de NTDs € desproporcionalmente alto.
Além das altas taxas de ancilostomose e esquistossomose, o Brasil também tem o maior
numero de casos de leishmaniose, leprose e leptospirose [2].

Segundo o Ministério da Sadde, em 19 anos de notificacdo (1984-2002), os casos de
LVA (leishmaniose visceral americana) somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente
66% deles ocorreram nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui. Nos dltimos dez anos, a
média anual de casos no pais foi de 3.156 casos, e a incidéncia de 2 casos/100.000 habitantes
[4].

Os vetores da leishmaniose visceral, os flebotomineos, sdo conhecidos popularmente

como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. No Brasil, duas espécies estdo
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relacionadas com a transmissdo da doenga, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A
primeira espécie é considerada a principal espécie transmissora da L. (L.) chagasi no Brasil e
L. cruzi foi apontada como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul. No Brasil, a distribuicao
geografica de L. longipalpis é ampla e parece estar em expansdo. Esta espécie é encontrada
em quatro das cinco macrorregides do Brasil: Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste.

Nas duas ultimas décadas, a leishmaniose visceral (LV) reapareceu no mundo de forma
preocupante. No Brasil, epidemias urbanas foram observadas em varias cidades e a doenga
tem sido encontrada como uma infec¢do oportunista em pacientes com AIDS, semelhante ao
que se observa no sul da Europa. Além disso, a expansao da epidemia, acometendo grupos de
individuos jovens ou com co-morbidades, tem provocado um ndmero elevado de o6bitos.
Observa-se que, nos ultimos anos, a letalidade da LV vem aumentando gradativamente,
passando de 3,6% no ano de 1994 para 6,7% em 2003, o que representa um incremento de
85%. A andlise parcial dos dados, em novembro de 2004, demonstrou aumento de 26% na

letalidade desta doenga, como estd mostrado no grafico da Figura 1.6 [7].

Letalidade
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Figura 1.6: Letalidade da leishmaniose visceral no Brasil, de 1994 a 2004. Adaptado de:[7].

A leishmaniose é uma doenca infecciosa reemergente que representa um desafio de
saude publica no estado de Sao Paulo [7].

No Estado de Sao Paulo, com importantes diferencas de distribuicdo regional,
encontram-se sob vigilancia a leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral americana
(LVA) [17]. A LVA ¢é uma doenca emergente no estado de Sdo Paulo em processo de
expansdo, detectada pela primeira vez no final da década de 1990, a partir da regido de
Aracatuba. Atualmente, a doengca vem ocorrendo nas regides de Presidente Prudente, Bauru,
Marilia e, mais recentemente, na Regido Metropolitana de Sdo Paulo e Sdo Jodo da Boa Vista
(880 casos confirmados entre 1999 e 2006), perfazendo um total de 55 municipios com

transmissdo da LVA canina e destes 38 com transmissdao em seres humanos. Desde 1997, a
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Sucen (Superintendéncia de Controle de Endemias) ja identificou o vetor em 74 municipios
receptivos para a ocorréncia da doenca e 343 municipios deverdo ser monitorados quanto a
receptividade, como pode ser observado no mapa da Figura 1.7. A partir de novembro de
2004, o estado passou a adquirir a anfotericina B lipossomal para tratamento de casos em

criangas e adultos acima de 50 anos, acarretando reducao na letalidade pela doencga.

PRESENGA DE
LUTZOMYIA LONGIPALPIS

B 1.970a2.005 (68)
TRANSMISSAO CANINA

1998- 2.005
TRANSMISSAO HUMANA
# 1999- 2005

Figura 1.7: Leishmaniose visceral americana: Distribuicdo de municipios com encontro de vetor (74)
e transmissoes canina (53) e humana (38). Fonte: SUCEN-SES/SP, CVE-SES/SP. Secretaria de
Estado da Saide/Coordenadoria de Controle de Doengas [17].

1.2 Tratamentos

Atualmente, hd desafios na quimioterapia do calazar, tais como (a) resisténcia
generalizada aos antimonios, (b) medicamentos seguros € com baixo custo-beneficio com
menos toxicidade, (c¢) co-infec¢io HIV Leishmania e sua incidéncia crescente e (d) a
indisponibilidade de vacinas efetivas.

O TDR (Research and Training in Tropical Diseases) € um programa especial da WHO
para desenvolver, testar e registrar medicamentos para o tratamento das doencas parasitarias
tropicais negligenciadas. Trabalha com doengas parasitdrias que atingem a populagdo pobre
para as quais as companhias nao t€m incentivo para desenvolver medicamentos [18].

O estibogluconato de sédio (Sodium Stibogluconate, SSG) (Figura 1.8) foi considerado
o tratamento padrdo para a LV. Mas, devido ao aumento da falta de resposta a esse

medicamento, varios outros medicamentos foram e ainda estdo sendo testados. A pentamidina
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(pentamidine) (Figura 1.9) € bastante toxica e foi recentemente descartada. A anfotericina B
(Amphotericin B) (Figura 1.10) e suas formulacdes lipidicas sdo muito efetivas, mas requerem
internacao hospitalar e monitoramento. Medicamentos orais como a miltefosina (Miltefosine)
(Figura 1.11) ja foram lancados. Um aminoglicosideo, a paromomicina (paromomycin)
(Figura 1.12), e outro medicamento oral, a sitamaquina (sitamaquine) (Figura 1.13), estdo em

desenvolvimento [3, 19].
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Figura 1.8: Estibogluconato de sédio.

aUs

H,N
H,N 2
HN
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Figura 1.12: Paromomicina.
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Figura 1.13: Sitamanquina.

O primeiro empreendimento em que o TDR se envolveu no campo da leishmaniose foi
com a anfotericina B lipossomal. Apds o registro de sucesso europeu da droga em 1994, o
TDR organizou ensaios com variacio de dose na India, no Quénia e no Brasil que definiram
os regimes Otimos. Provou-se que esse medicamento € seguro e efetivo para o tratamento da
leishmaniose visceral em dosagens diferentes nas zonas endémicas. Entretanto, ela ndo ¢é
conveniente para o uso em larga escala nos paises endémicos porque um preco acessivel ndao
pode ser negociado e por causa da sua via de administracdo endovenosa. Portanto ainda se
estd a procura de um medicamento oral com eficdcia compardvel e um preco mais razoavel
[18].

No Brasil, os antimoniais pentavalentes sao as drogas escolhidas para o tratamento da
LV devido a sua comprovada eficicia terapéutica. A anfotericina B € a Unica op¢ao para o
tratamento de gestantes e € indicada como segunda opcdo para os pacientes que tenham
contra-indica¢des ou tenham apresentado toxicidade ou refratariedade relacionadas ao uso dos
antimoniais pentavalentes [4]. Por muito tempo, o tratamento da leishmaniose foi baseado em
sais contendo antimonio, como antimoniato de meglumina ou estibogluconato de sédio [20].
O antimonio pentavalente € o tratamento convencional, sendo aplicado por via endovenosa ou
intramuscular [7], no entanto, a resisténcia da infec¢do visceral na India tem gerado novas
abordagens de tratamento — anfotericina B e suas formulagdes lipidicas, paromomicina
injetavel, e miltefosina oral [21].

A anfotericina B é a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente,
atuando nas formas promastigota e amastigota, tanto in vitro quanto in vivo. Foi demonstrado
que doses menores do medicamento podem ser utilizadas sem prejuizo da eficicia com
consequente diminui¢do de sua toxicidade [7, 22]. Atualmente, duas formulacdes de
anfotericina B sdo disponibilizadas pelo Ministério da Satde: o desoxicolato de anfotericina B
e a anfotericina B lipossomal, ambas aplicadas via infusdo venosa, com eficécias
comparaveis, sendo que esta ultima apresenta menor toxicidade. A anfotericina B lipossomal

tem custo elevado, o que pode dificultar o seu uso em sadde publica [7].



CAPITULO 1. INTRODUCAO 30

O descobrimento e o desenvolvimento da miltefosina para o tratamento da leishmaniose
traz um novo grupo de drogas anti-protozodrio. A miltefosina ndo € a alquilfosfocolina (APC)
ou alquilglicerofosfocolina (APG) mais ativa, mas apresenta excelente bioavaliabilidade [23].

O andlogo lipidico sintético hexadecilfosfocolina é um agente antitumoral e
antileishmania que age nas membranas celulares e pode induzir apoptose [24] e a observacao
da resisténcia em larga escala ao antimo6nio no tratamento da leishmaniose visceral (LV) no
norte de Bihar, na India, tem estimulado o desenvolvimento da miltefosina como uma terapia
alternativa [25].

Os alvos moleculares e bioquimicos e os mecanismos de acdo da miltefosina tém sido
extensivamente estudados em células tumorais, mas ainda nio foram determinados em
protozodrios. Em estudos comparativos entre os estdgios extracelular e intracelular, é
importante considerar: a concentracdo efetiva da droga nos macréfagos ou outras células
hospedeiras pode ser maior ou menor que fora da célula; a taxa de divisao dos estdgios difere,
e as diferentes temperaturas utilizadas nos ensaios. A independéncia do sistema imune na
acdo da droga € importante na aplicacdao em individuos imuno-deficientes. O primeiro local de
interacdo dos andlogos de fosfolipidios é a membrana celular, tanto nas células cancerigenas
quanto nos protozodrios. Até agora os andlogos de fosfolipidios mostraram uma clara
toxicidade seletiva contra Leishmania e T. cruzi [26].

O conhecimento dos mecanismos de acdo e resisténcia envolvidos pode permitir o
desenvolvimento de novos medicamentos que minimizem ou driblem a resisténcia ou pode
identificar novos alvos para o desenvolvimento de medicamentos [27]. Verificagdes de base
cientifica dos modos de acdo dos andlogos lisofosfolipidicos contra os parasitas

tripanossomadtdes podem ajudar a elucidar os mecanismos e estratégias de resisténcia [28].

Tabela 1.2: Os processos de descobrimento e desenvolvimento de medicamentos com uma breve
definicdo de cada etapa. Os processos sdo mais complexos que os apresentados, € programas
adicionais tais como a ampliacdo e o processo quimico, andlises estatisticas tal qual a preparagdo de
arquivos sdo partes importantes do processo. Adaptado de [29].

Nivel Estagio Atividade
Identificacdo e validacdo do alvo Encontrar e analisar um alvo ou processo protéico que pode afetar a doenca se perturbado
Desenvolvimento dos testes Desenvolver um método para encontrar o que perturba/inibe o alvo
. HTS (High-throughput screening) Testar um conjunto de moléculas para encontrar aquelas que tém atividade
Descobrimento . . . o
Condugao dos testes Executar testes posteriores com as moléculas selecionadas e iniciar a otimizagio
Otimizagio Otimizar as moléculas para uma atividade farmacéutica relevante

Pré-clinico Testar as moléculas em modelos animais
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Fase I Determinar a seguranca e a dosagem do medicamento em humanos
Fase 11 Obter provas da eficicia do medicamento em humanos
Desenvolvimento ) ) .
Fase II1 Caracterizar a droga extensivamente em larga escala em ensaios em humanos
Registro Criar uma nova aplica¢do do medicamento com as autoridades regulatérias

A industria farmacéutica Zentaris (formalmente Asta Medica) desenvolveu e lancou a
miltefosina em varios paises europeus e no Brasil em 1997, como um tratamento para cancer
de mama. A partir de janeiro de 2002, ensaios clinicos de fase III (Tabela 1.2) para o
tratamento da leishmaniose estio em andamento [30].

Foi feita uma associagdo entre a Asta Medica e o TDR, e apesar dos problemas durante
o processo de desenvolvimento, a miltefosina estd registrada, agora, para o tratamento da
leishmaniose visceral na India, Alemanha e Coldmbia [31].

O desenvolvimento e o registro da miltefosina como uma droga antileshmania
representam um triunfo do esfor¢co colaborativo envolvendo uma companhia de
medicamentos comercial, pesquisadores clinicos independentes, um governo nacional e o
TDR. Possivelmente, a miltefosina pode ser usada sem monitoramento laboratorial, e os
pacientes podem ser tratados em casa ou em um ambulatério [18].

A miltefosina causa morte dependente da dose da L. infantum com caracteristicas
compativeis com apoptose, incluindo encolhimento da célula, fragmentacio do DNA, e
externalizacdo de fosfatidilserina com preservacdo da integridade da membrana plasmatica
[32]. Embora poucos dados estejam disponiveis sobre o mecanismo de acdo da miltefosina,
descobriu-se recentemente que essa droga mata o parasita por processo de apoptose em
promastigotas de L. donovani [33]. Esses resultados foram confirmados em amastigotas [34].
O caminho apoptético na Leishmania ndo € bem conhecido.

Imagina-se que o alvo primdrio dos alquilfosfolipidios (sigla em inglés, APL) é a
membrana plasmética por causa da sua similaridade com os componentes da membrana
lipidica. Dados os relatos contraditérios sobre a sua a¢do, o0 mecanismo exato de acdo em
nivel molecular nao € conhecido [35].

A atividade in vivo dos andlogos lisofosfolipidios (sigla em inglés, LPA) resulta de
efeitos diretos em suas células alvo e ndo depende de um sistema imune funcional. Por causa
da sua natureza quimica, os LPAs tém um potencial para interacdo com uma variedade de
estruturas subcelulares e vias bioquimicas. Apesar de haver muito menos informagdo
disponivel em parasitas tripanossomadtides, a inibicdo da biossintese de fosfatidilcolina (FC)
pelos LPAs tem sido documentada. A maior atividade das LLPAs como inibidores da

biossintese de FC em parasitas que em células de mamiferos, provavelmente devido as
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diferentes vias bioquimicas envolvidas nos dois tipos de células, pode explicar sua agdo
antiparasita in vivo. Devido a natureza quimica e as propriedades fisico-quimicas da
miltefosina, ela pode agir por interacdo com vdrias estruturas subcelulares e enzimas, mas
resultados de estudos independentes mostram que a interagao ocorre com poucos alvos [36].

Devido a natureza anfifilica das LPAs, elas naturalmente tém uma atividade citotdéxica
nao especifica em concentragdes iguais ou acima da sua concentracdo micelar critica (cmc, da
ordem de 10 uM para LPAs farmacologicamente ativos) [37]. Por isso se torna importante o
conhecimento de suas propriedades de agregacdo em meio aquoso e sua forma de interacao
com outros agregados presentes no meio [38].

Andlogos fluorescentes de drogas sdo ferramentas muito uteis para desvendar seu
mecanismo de acdo e seus alvos terapéuticos [39]. Estudos recentes com andlogos
fluorescentes da miltefosina (MT) mostraram que sua concentracdo dentro dos parasitas era
de 1,7 mM, um valor 100 vezes maior que a concentragdo externa. Esses resultados validam a
utilizacdo de tais andlogos para o estudo da acdo da MT. A partir do uso do andlogo
fluorescente, pode-se estudar a afinidade, a localizacdo dos receptores e a interagdo droga-
receptor. Esse andlogo fluorescente deve ter afinidade e seletividade com o alvo terapéutico
como a droga mae. Esses andlogos tém o grupo fosfocolina intacto, o qual é essencial para o
efeito leshmanicida in vivo. Um estudo foi feito para dois andlogos, a feniltridecatetraenil-
fosfocolina (PTE-MT) e a feniltrideca-trien-inil-fosfocolina (PTRI-MT) [40].

Os derivados fluorescentes da miltefosina permitem o uso de técnicas de fluorescéncia
para a caracterizacdo de sua atividade leishmanicida. Esses andlogos fluorescentes da droga
podem ser uteis na determinacdo da distribui¢do e na localizacdo de receptores intracelulares
[41, 42], através de varias técnicas de microscopia de células vivas baseadas em
fluorescéncia, que podem produzir imagens da molécula emissora em células e tecidos com
alta resolucdo espacial e temporal [43]. E igualmente importante entender o mecanismo de
acdo da miltefosina a partir do estudo das interacdes de um andlogo fluorescente dessa droga,
o 6-Et-BODIPY-11C-PC (11-(4,4-difluoro-6-¢til-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacen-2-il)n-undecil-fosfatidilcolina) [44] (MT-BODIPY), com agregados anfifilicos,
utilizando técnicas de espectroscopia de fluorescéncia tanto de estado estaciondrio como

resolvida no tempo.
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1.3 Objetivos do Trabalho

O objetivo principal do trabalho € o estudo de aspectos fisico-quimicos relacionados as
propriedades de agregacdo da droga leishmanicida miltefosina e sua interacdo com
membranas modelo (vesiculas de fosfolipios). A aplicagdao farmacoldgica dos compostos
depende do conhecimento detalhado de suas propriedades fisico-quimicas em ambiente que
mimetize 0 meio em que exerce sua acdo bioldgica. Para isso € importante controlar
parametros como pH, temperatura, forca iOnica e outros, que devem ser similares aos
encontrados nas células onde a Leishmania fica inserida.

Para isso foram feitos experimentos analisando a influéncia do aumento da
concentracdo da droga, da temperatura e da forca idnica do meio. Além disso, foi analisada a
interacdo da miltefosina e de seu andlogo fluorescente com vesiculas de fosfolipidios, as quais
sao modelos simplificados de membranas bioldgicas.

Primeiramente foram feitas medidas em meio aquoso com o objetivo de obter a
concentracdo de miltefosina a partir da qual ocorre a formacao de agregados (cmc), ja que os
valores encontrados na literatura, obtidos por métodos diversos e diferentes dos utilizados
nesse trabalho, sdo bastante divergentes (de 2 a 160 uM). Também foram estudadas a
influéncia da temperatura e da for¢a idnica nesse valor. Os experimentos foram baseados em
medidas de tensdo superficial pelo método da gota pendente e em medidas de anisotropia de
fluorescéncia.

Para estudar a interagdo da miltefosina com membranas lipidicas, foram feitas medidas
com a presen¢a de vesiculas de DMPC e DPPC, observando a influéncia da droga nesses
modelos lipidicos de membrana. Membranas modelo provaram ser muito tteis na obtengao de
informacdes detalhadas de muitas propriedades fisicas e funcionais de membranas [45].
Muitos compostos t€m sido desenvolvidos para monitorar micelas e bicamadas lipidicas por
métodos de fluorescéncia. Neste trabalho utilizamos o composto 2-amino-N-hexadecil-
benzamida (Ahba), que foi sintetizado recentemente e foi caracterizado como uma sonda
fluorescente apropriada para estudos de propriedades de micelas e vesiculas [46].

Também foram realizados experimentos para estudar as propriedades espectroscopicas
do andlogo fluorescente da miltefosina, o MT-BODIPY, em meio aquoso, para observar a
auto-agregacao do composto, além de experimentos em presenga de vesiculas de fosfolipidios
permitindo uma interpretagdo das propriedades dinamicas do sistema através de medidas de

anisotropia de fluorescéncia.
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A partir dos resultados do nosso trabalho pode-se ter uma base de como ocorrem as
interacdes e quais os fatores relevantes na interpretacio da acdo da miltefosina contra a
leishmaniose, além de perspectivas para experimentos futuros.

Em seguida a esta introducdo, apresentaremos, no capitulo 2, aspectos tedricos
envolvidos nos experimentos, relacionados a formacdo de agregados anfifilicos, as medidas
de tensdo superficial e ao fendmeno de fluorescéncia. No capitulo 3 apresentaremos a
metodologia utilizada nos experimentos, envolvendo as espectroscopias de absorcdo, de
fluorescéncia, tanto de estado estacionario como resolvida no tempo, as medidas de tensdo
superficial pelo método da gota pendente e de espalhamento dindmico de luz. No capitulo 4
serdo apresentados e discutidos os resultados dos experimentos. Finalmente, no capitulo 5

serdo apresentadas as conclusdes, baseadas nos capitulos anteriores.
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CAPITULO 2. ASPECTOS TEORICOS

z

Para o desenvolvimento do trabalho € importante conhecer os principios fisicos dos
sistemas estudados assim como dos equipamentos utilizados nos experimentos. O capitulo
também € dedicado a teoria envolvida na interpretacao dos resultados obtidos no trabalho, os

quais serao discutidos no Capitulo 4.

2.1 Sistemas Microheterogéneos

As pontes de hidrogénio entre as moléculas de dgua fornecem as forgas coesivas, as
quais tornam a 4gua um liquido a temperatura ambiente, e favorecem um rigido ordenamento
das moléculas que € tipico do gelo. As moléculas polares dissolvem-se facilmente na dgua
porque podem substituir as interagdes dgua-agua por interacdes dgua-soluto, mais favoraveis
energeticamente. As biomoléculas ndo-polares interferem nas interacdes dgua-agua, mas sao
incapazes de formar interacOes dgua-soluto, consequentemente moléculas ndo-polares sdao
pouco soliveis em 4gua, tendendo a se agregar [47].

Os compostos nao polares, hidrofébicos, provocam mudangas na estrutura da dgua
energeticamente desfavordveis. Tais compostos interferem nas pontes de hidrogénio formadas
entre as moléculas de dgua, mas ndo como os solutos polares ou carregados, que interferem
apenas na sua vizinhanca imediata e compensam essa perda com interacdes entre dgua e
soluto.

Os compostos anfipaticos possuem regides apolares e polares ou carregadas. Ao se
misturar com a agua, a regido polar tende a se dissolver devido a interacdo favordvel com o
solvente, enquanto a regido apolar evita o contato com a agua, ocorrendo agregacdo entre
essas regides das moléculas de soluto para diminuir a area hidrofébica em contato com a
dgua, enquanto as regides polares maximizam sua interacdo com o solvente. Assim se formam
as micelas, estruturas estaveis de compostos anfipdticos em dgua, contendo de centenas a
milhares de moléculas de soluto. Nao hd uma intera¢do intrinseca entre as regides nao-
polares, mas um arranjo para que o sistema atinja maior estabilidade termodinamica
ordenando o minimo de moléculas de 4gua em sua vizinhanca.

Em termos de estrutura quimica, as moléculas anfipaticas tém grupos hidrofébicos
alquila, acila ou aromdticos em combinacdo com grupos polares ou ionizantes com carater

hidrofilico. E necessdrio conciliar essas caracteristicas conflitantes e minimizar a energia do



CAPITULO 2. ASPECTOS TEORICOS 36

sistema dando origem a formacgdo de vdrias estruturas complexas envolvendo o agrupamento
dos residuos hidrofébicos na fase do interior da solucdo para formar estruturas agregadas tais
como micelas, e que levam a fendmenos de interface como a formag¢do de monocamadas,
bicamadas, e estruturas vesiculares relacionadas e a existéncia da membrana bioldgica [48].
Muitas biomoléculas sdo anfipaticas, incluindo proteinas e os fosfolipidios de membrana. As
interagdes hidrofébicas entre lipidios e ente lipidios e proteinas sdo determinantes na estrutura

das membranas bioldgicas.

2.1.1 Micelas

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas compostas de um grupo polar ligado a uma
estrutura hidrofébica, normalmente uma longa cadeia hidrocarbonica, e sdo classificados
como anidnicos, catidnicos, ou nao-idnicos, dependendo da natureza da cabeca polar. Micelas
formadas por surfactantes sdo estruturas dindmicas apresentando um processo complexo de
formacgdo-desagregacdo. A cinética da micelizacdo na fase aquosa tem sido discutida com
base no modelo de Aniansson-Wall [49]. Aspecto mais relevante desse modelo € a previsdao
de dois tempos de relaxagao bem distintos. Experimentos indicam que o tempo de residéncia
de uma micela em um dado nimero de agregacdo € da ordem de 0,2 - 10 us, enquanto o
tempo de vida médio de uma micela estd na escala de tempo de milisegundos. Como a janela
de tempo normalmente utilizada em experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo nao
excede poucos microsegundos, as micelas podem ser consideradas como agregados
congelados, ou em alguns casos agregados sujeitos a flutuagdes no nimero de monoémeros e,

portanto, no volume micelar de uma pequena porcentagem do valor do tamanho médio [50].
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Figura 2.1: Estruturas micelares: (a) micelas esféricas aquosas; (b) micela reversa.

A formagdo de micelas pode diminuir a energia interfacial de uma solucdo de

substancias tenso-ativas. Duas forcas opostas determinam a estrutura e as caracteristicas das
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micelas: uma € a interagdo hidrofébica atrativa entre as cadeias hidrocarbonicas; a outra € a
repulsdo entre os grupos da cabeca. A agitacdo térmica, e principalmente a repulsdo
eletrostdtica entre os grupos polares na superficie da micela de surfactantes i6nicos se opdem
a tendéncia de agregacdo. Um parametro importante no processo de micelizagdo € a cmc
(concentragdo micelar critica), que € definida como a concentragdo de surfactante a partir da
qual se inicia a formacao de agregados micelares em solugdo. O valor da cmc € menor com o
aumento da parte hidrofébica da molécula do tenso-ativo, a diminuicdo da temperatura ou a
adicao de sais simples [51].

A forcga repulsiva € 6bvia em anfifilicos que possuem grupos da cabeca com uma carga
liquida. Entretanto, ha também o efeito da solvatacdo, que desempenha papel principal nos
grupos da cabeca neutros. As finas camadas de solvatacdo em torno dos grupos da cabeca
impedem a aproximacao desses grupos [52].

Substancias tenso-ativas nao-idnicas formam micelas em concentracdes muito baixas.
As micelas apresentam um tamanho fixo definido, dependendo da natureza da parte polar do
tenso-ativo. Para as micelas esféricas, espera-se um raio ligeiramente inferior ao comprimento
das unidades constituintes, pois as cadeias carbOnicas podem estar consideravelmente
encurvadas, o que € comprovado por medidas do raio das micelas por difusdo e espalhamento

de luz.

2.1.2 A Concentracao Micelar Critica (cmc)

Os surfactantes sintéticos, devido a sua natureza anfipdtica, formam agregados ou
micelas quando em solucdo aquosa. A formagdo de micelas ocorre em um intervalo muito
estreito de concentracdes de surfactante. Esse processo € caracterizado por alteragdes abruptas
em vadrias propriedades da solucdo como a tensao superficial, a condutividade e a turbidez ou

espalhamento de luz (Figura 2.2).



CAPITULO 2. ASPECTOS TEORICOS 38

cme concentracao

Figura 2.2: Grafico esquematico da tensdo superficial (), da condutividade especifica (x) e da
turbidez (1) como fungdo da concentragdo total de um surfactante tipico em solucdo. A linha
pontilhada indica a concentra¢do micelar critica (cmc). Adaptado de [48].

A cmc € definida pelas variacOes abruptas nessas curvas e € definida como o ponto onde
se inicia a formac¢do das micelas em solucdo. Esse valor pode diferir dependendo da natureza
da técnica fisica utilizada para determind-lo. Isso porque diferentes técnicas fisicas respondem
diferentemente as espécies monoméricas e micelares na solucdo. Mas essas diferencas
normalmente ndo sdo grandes.

Para a determinagdo dos valores de cmc da miltefosina, foram utilizados dois métodos,
um por medidas de tensao superficial e o outro por medidas de anisotropia fluorescéncia. Para
o primeiro, foi utilizado o método da gota pendente, e para o segundo foi utilizada a
espectroscopia de fluorescéncia de estado estaciondrio.

A ordem de grandeza da cmc de um surfactante é determinada por sua estrutura quimica
e pela composicdo e temperatura do solvente. A relacdo entre a estrutura quimica do
surfactante e sua cmc € devido ao balanco hidrofébico-hidrofilico da molécula. O aumento da
hidrofobicidade ou a diminui¢do da hidrofilicidade provoca um aumento na tendéncia de
micelizacdo. Para surfactantes idnicos com cadeias n-alquila, a cmc diminui com o aumento
da cadeia, devido ao aumento da hidrofobicidade e consequente aumento da micelizagdao. A
adicdo de sais inertes para aumentar a forca iOnica da solu¢do diminui a cmc de um
surfactante i6nico.

Na cmc, os agregados de mondmeros nas estruturas micelares estdo em equilibrio com
uma concentracdo aproximadamente constante de mondmeros livres (Figura 2.3). Quando
mais monomeros anfifilicos sdo adicionados, a quantidade de anfifilicos na fase micelar

aumenta, enquanto a concentra¢do de monomeros livres aumenta muito lentamente [52].
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Figura 2.3: Esquema da miceliza¢do de um surfactante idnico tipico [48].

As micelas conttm um grande nimero de mondmeros, que depende, entre outros
fatores, do comprimento da cadeia hidrocarbonica. O tamanho das micelas estd relacionado
com o nimero de mondmeros por micela, ou seja, o nimero de agregacao ().

Em baixas concentracdes logo acima da cmc, se formam micelas esféricas menores com
uma distribuicdo estreita de pesos moleculares, e a distribuicio € aproximadamente
monodispersa. Com o aumento da concentragdo de sais, € consequente diminui¢do da cmc,
sao formadas micelas maiores, levando a distribui¢des mais polidispersas. Além disso, o
aumento da concentragdo total de surfactante acima da cmc forma micelas maiores e mais
polidispersas. Nas vizinhancas da cmc em baixas concentragdes de sal, micelas de
surfactantes catidnicos, anidnicos ou ndo-idnicos se aproximam de esferas, mas com a adi¢ao
de sal ou aumento da concentragdo total de surfactante as micelas se tornam assimétricas.

Sais diminuem drasticamente a cmc de surfactantes carregados, porque eles reduzem a
repulsdo entre os grupos da cabeca, portanto auxiliando a formagdao de micelas em menores
concentracdoes de mondmeros. A auséncia de interagdes de carga faz com que o efeito de sais
na cmc em surfactantes nao-idnicos seja menos pronunciado. Surfactantes zwitteridnicos sao
eletricamente neutros, mas as cargas que eles possuem no grupo da cabeca influenciam na sua
hidrofilicidade e fazem com que as suas propriedades estejam entre as dos surfactantes

i0nicos e dos nao-idnicos [53].
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2.1.3 Vesiculas

As membranas bioldgicas tém uma estrutura geral comum: um filme muito fino de
moléculas de lipidios e de proteinas, mantidas juntas principalmente por interacdes nao-
covalentes. As moléculas lipidicas sdo arranjadas como uma dupla camada fina continua com
cerca de 5 nm de espessura. Essa bicamada lipidica determina a estrutura bdsica da
membrana. As moléculas de lipidios constituem cerca de 50% da massa da maioria das
membranas celulares animais. Existem cerca de 5x 10° moléculas lipidicas em uma 4rea de 1
um X 1 pum de bicamada lipidica, ou cerca de 10° moléculas de lipidios na membrana
plasmdtica de uma pequena célula animal [54]. As propor¢des relativas de proteinas e lipidios
variam com o tipo de membrana, refletindo a diversidade dos papéis bioldgicos. Cada reino,
espécie, tecido ou tipo celular e as organelas de cada tipo celular possuem um conjunto
caracteristico de lipidios de membrana [47].

As membranas bioldgicas sdo complexas devido a sua composicao de lipidios, proteinas
e glicoproteinas. Muitos processos que ocorrem na membrana dependem de uma sequéncia de
eventos interligados que envolvem diversas proteinas de membrana coordenadas. Mas
conhecendo os componentes individuais € possivel fazer deducdes razodveis sobre a
sequéncia de eventos que ocorrem in vivo € construir teorias do mecanismo dos processos que
podem ser posteriormente testados em células isoladas. Virios tipos de sistema modelo
podem ser usados, incluindo os lipossomos ou vesiculas. Os lipidios da membrana celular
estdo em quatro grupos principais: fosfolipidios, esfingolipidios, glicolipidios e esterdis [48].

Vesiculas que encerram um volume aquoso com uma membrana de moléculas de
lipidios sdo chamadas de lipossomos. Eles se formam espontaneamente quando certos lipidios
sdo aquecidos acima de uma temperatura critica em meio aquoso. As vesiculas podem ter
tamanhos de dezenas de nandmetros a dezenas de micrometros de didmetro. Os lipossomos
podem ser formados por varios métodos com o controle do tamanho e também do nimero de
bicamadas. As vesiculas podem ter uma tnica membrana de bicamada ou multiplas lamelas
de membranas concéntricas. Lipossomos de diferentes tamanhos requerem métodos diferentes

de preparagao e sao classificados, por conveniéncia pratica, de acordo com o seu tamanho.
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Figura 2.4: Esquema da formagdo de uma vesicula lipidica ou lipossomo. (a) Molécula de fosfolipidio
com a cabeca polar soldvel em dgua e as caudas hidrofébicas. Com a adicdo de dgua, a tendéncia € de
formacao de uma (b) bicamada fosfolipidica e posterior formacao do (c) lipossomo.

Os lipossomos, ou vesiculas lipidicas, sdo formados quando filmes lipidicos finos sdao
hidratados e as folhas de bicamadas liquido-cristalinas se tornam fluidas e incham. As folhas
de lipidios hidratadas de destacam durante a agitacdo e se fecham, formando vesiculas
multilamelares grandes (sigla em inglés, LMV), impedindo a interacdo da 4gua com o nucleo
hidrocarbonico nas bordas das bicamadas (Figura 2.4 c). Uma vez que as particulas sdo
formadas, para reduzir o seu tamanho é necessario o fornecimento de energia, seja de ultra-
som (sonicac@o) ou mecanica (extrusio).

As propriedades das solucdes lipidicas podem variar de acordo com a composi¢io
(espécies de lipidios catidnicos, anidnicos, neutros), entretanto, o mesmo método de
preparacao pode ser usado para quaisquer vesiculas lipidicas, independente da composi¢ao.
As etapas gerais do procedimento envolvem a preparacdo dos filmes por evaporagdo, a
hidratacio com agitacdo, € o dimensionamento para uma distribuicdo homogénea de
vesiculas.

As vesiculas lipidicas unilamelares no seu estado fluido s@o as mais importantes para o
entendimento dos processos bioldgicos e para aplicacdes técnicas. Membranas lipidicas que
intumescem espontaneamente em excesso de dgua exibem muitas estruturas temporarias e
coexistentes. A preparacdo reprodutivel de populacdes unimodais que consistam
exclusivamente de vesiculas unilamelares requer a aplicacio de métodos tais como a
sonicag¢do, ultrafiltracao, evaporacao de solvente e intumescimento [55].

Os fosfolipidios exibem um comportamento interessante na presenca de dgua. Em geral,
eles ndo passam diretamente do estado cristalino para uma solu¢do na presenca de agua.
Virias fases hidratadas sdo obtidas antes de ocorrer a solu¢do de fosfolipidios em dgua. Esse
comportamento € chamado de mesomorfismo liotrépico. As fases liotrépicas também exibem

mesomorfismo termotrdpico, ou seja, a fase particulas obtida € uma fun¢do do teor de dgua e
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da temperatura. A temperatura de transicao de fase termotrépica pode ser observada quando a
dgua se difunde na rede na regido polar idnica somente quando a temperatura na qual as
cadeias hidrocarbonicas “fundem” € atingida. Se a temperatura € maior que essa, ha uma
dissociacdo simultanea da rede idnica pela penetracdo de dgua e a fusdo da regido das cadeias
hidrocarbonicas. A temperatura de transicdo (7,) depende da natureza das cadeias
hidrocarbodnicas, da regido polar da molécula e da quantidade de 4gua presente. Uma vez que
a 4gua penetra na rede do anfifilico e a amostra € resfriada abaixo de 7., as cadeias
hidrocarbonicas se rearranjam em uma rede cristalina ordenada, mas a dgua ndo ¢é
necessariamente expelida do sistema. Essa fase contendo regides das cadeias cristalinas €
normalmente chamada de gel.

Com a adi¢io de dgua, a temperatura de transicdo, 7", de um fosfolipidio para o qual as
cadeias hidrocarbdnicas fundem, € diminuida para um valor limitante, 7,. Essa temperatura de
transi¢do € a temperatura minima necessaria para que a dgua penetre entre as camadas das
moléculas de lipidios. Acima da temperatura 7, no diagrama de fases, o sistema lipidio-dgua
existe em uma fase lamelar mesomorfica, onde as cadeias hidrocarbOnicas estio em estado
fundido. Quando o sistema € resfriado abaixo de T, as cadeias hidrocarbonicas empacotam

ordenadamente. A estrutura dessa fase gel € lamelar, ja que as cadeias hidrocarbdnicas estdao

empacotadas em varios tipos de sub-células.
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Figura 2.5: Diagrama de fase condensada parcial do sistema dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)-4gua.
Adaptado de [48].
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As bicamadas sofrem uma transi¢ao térmica entre um estado de temperatura menor, gel,
ordenado e o estado liquido cristalino em temperaturas maiores. As membranas modelo
sofrem, entdo, uma transicdo induzida por temperatura, em que as moléculas de lipidio
passam de uma fase ordenada para uma fase desordenada [52].

O estado fisico dos lipidios de membrana € influenciado de forma evidente pela
temperatura, sendo a mudanca mais dramdtica quando os lipidios sofrem a transicdo da fase
gel para a liquido-cristalina (L/;I —>L,). Essa transicdo, que € altamente cooperativa, ocorre
quando as cadeias acila na conformacao all-trans na fase gel “fundem” com a introdugdo das
mudancas conformacionais trans-gauche.

Para preparar os lipossomos, o lipidio deve ser dissolvido em um solvente organico.
Normalmente esse processo € feito usando cloroférmio. A intencdo € obter uma solugdo
lipidica limpa. Normalmente se usa de 10 a 20 mg de lipidio por ml de solvente organico.
Uma vez que o lipidio estd dissolvido no solvente organico, o solvente é removido para
produzir um filme lipidico. Para volumes de solvente organico menores que 1 mL, o solvente
pode ser evaporado usando um fluxo de nitrogénio. Para volumes maiores, o solvente
organico deve ser removido por evaporacao rotativa produzindo um filme lipidico fino nas

paredes de um tubo com fundo arredondado. O filme lipidico € totalmente seco para remover

o solvente organico residual colocando o tubo em uma bomba de vacuo durante a noite.
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Figura 2.6: Etapas da preparacio do filme lipidico a hidratag@o do filme para formacdo das LMVs
[56].

A hidratacdo do filme lipidico € feita pela adicdo de um meio aquoso ao recipiente do
lipidio seco e agitacdo por vortice (Figura 2.6). A temperatura do meio de hidratacdo deve
estar acima da temperatura de transicdo gel-cristal liquido (7,) do lipidio antes de ser

adicionado ao lipidio seco. Apds a adi¢ao do meio hidratante, a suspensao lipidica deve ser
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mantida acima de 7. no periodo de hidratacio. O tempo de hidratacdo pode diferir
ligeiramente entre as espécies e estruturas lipidicas, mas um tempo de 1 hora com uma
agitacdo vigorosa € sugerido. O meio de hidratacdo € determinado pela aplicacdo das
vesiculas lipidicas. Agua destilada, solucdes tampdo e salinas sio meios de hidratacdo
adequados. Durante a hidratagdo alguns lipidios formam complexos de acordo com a sua
estrutura. Lipidios altamente carregados formam um gel viscoso quando hidratados com
solucdes de baixa forca idnica. O produto da hidratacdo sdo vesiculas grandes multilamelares
(em inglés, LMV) com estrutura equivalente a uma cebola, com cada bicamada lipidica
separada por uma camada de dgua. O espaco entre as camadas de lipidios é determinado pela
composi¢do, sendo que camadas altamente carregadas tém uma separagdo maior devido a
repulsdo eletrostatica. Uma vez que uma suspensdo de LMV hidratada e estavel foi produzida,
as particulas podem ser diminuidas em tamanho por vdrias técnicas, incluindo a sonicacio e a
extrusao.

A extrusdo lipidica é uma técnica em que a suspensao lipidica € forcada a passar através
de um filtro de policarbonato com um tamanho de poro definido para produzir particulas com
um didmetro préximo ao tamanho do poro do filtro utilizado. Assim como todos os
procedimentos para diminuir o tamanho das dispersdes de LMV, a extrusdo deve ser feita a
uma temperatura acima da 7, do lipidio. Tentar extrusar abaixo da 7, ndo terd sucesso ja que
as membranas t€ém a tendéncia de se romper com vesiculas rigidas que ndo podem passar
através dos poros. A extrusdao com filtros de poros de 100 nm normalmente produz vesiculas
grandes unilamelares (em inglés, LUV), com didmetro médio de 120 a 140 nm. O tamanho
médio das particulas depende da composicdo lipidica e € bastante reprodutivel entre os
experimentos [57, 58].

Alguns lipidios utilizados para a formacdo de lipossomos sio o DMPC e o DPPC
(Figura 2.7 a e b), que possuem uma cabeca polar zwitteridnica com carga liquida O em pH
7,4, duas caudas hidrofébicas de 14 e 16 carbonos e temperatura de transi¢ao (7,) de 23°C e
41°C, respectivamente. A cmc desses fosfolipidios € da ordem de nanomolares, sendo 6 nM
para o DMPC, que tem as cadeias mais curtas, e 0,49 nM para o DPPC, com cadeias mais

longas.
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(b) o

Figura 2.7: 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina, o DMPC, com massa molar de 677,933 g/mol, e 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, o DPPC, com massa molar de 734,039 g/mol.

As bicamadas mais estudadas sdo as compostas pelo lipidio DPPC, na fase relevante
biologicamente, totalmente hidratada, L,, que € a fase fluida (F) ou liquido-cristalina, em

7=50°C [59].

2.2 Tensao Superficial

O fendomeno da tensdo superficial € explicado em termos das forcas de atracdo de van
der Waals de curto alcance entre as moléculas, que sio responsaveis pela existéncia do estado
liquido. As moléculas situadas no interior de um liquido sdo, em média, sujeitas a forcas de
atracdo iguais em todas as dire¢des, em quanto as moléculas situadas, por exemplo, numa
superficie de separacdo liquido-ar estdo submetidas a for¢as de atracdo nao-balanceadas ou

nao-equilibradas, do que resulta uma forca em direcdo ao interior do liquido (Figura 2.8) [51].

resultante das
fercas que atuam
sdbre as moléculas
da superficie
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3 333

Figura 2.8: Forgas de atracdo entre moléculas na superficie e no interior de um liquido.

A tensdo superficial pode ser adequadamente descrita como o trabalho necessério para
aumentar a superficie em uma unidade de drea, por um processo isotérmico e reversivel. Essa
descricdo implica numa situacdo estdtica. Entretanto, uma superficie liquida aparentemente

em repouso se encontra na realidade em estado de grande turbuléncia, ao nivel molecular,
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como resultado do movimento de particulas entre o interior e a superficie, e entre a superficie
e a fase de vapor.

Materiais tenso-ativos sdo constituidos por moléculas contendo tanto partes polares
como apolares (anfifilicos). A forte adsor¢do de materiais desse tipo em superficies de
liquidos, formando camadas moleculares orientadas, ou monocamadas, ¢ chamada de
atividade superficial. A atividade superficial € um fendmeno dinamico ja que o estado final de
uma superficie representa um equilibrio entre essa tendéncia a adsor¢do e a tendéncia a uma
mistura ou dissolu¢c@o completa, devido ao movimento térmico das moléculas.

A tendéncia das moléculas tenso-ativas de se acumular na superficie favorece uma
expansdo da superficie; esta deve, portanto, ser equilibrada ou balanceada frente a tendéncia
da interface de se contrair sob a acdo de forcas normais de tensdo superficial. Se 7 for a
pressdo causadora da expansdo (ou pressdo superficial) de uma camada na qual houve
adsor¢do de uma substancia tenso-ativa, a tensao superficial serd diminuida em um valor igual
a:

Y=%—-7% (2.1)

A formagdo de uma camada adsorvida numa superficie ndo € um processo instantaneo,
mas é governada pela velocidade de difusdo da substancia tenso-ativa através da solugdo, em
direcdo a interface. Podem transcorrer vérios segundos até que a solu¢dao de uma substancia
tenso-ativa atinja sua tensao superficial de equilibrio.

A determinac¢do da cmc por tensdo superficial depende da adsor¢do do mondmero de

surfactante na interface. A diminuicdo da tensdo superficial, (), com o aumento da
concentracdo monomérica do surfactante, [S], € descrito pela isoterma de adsor¢do de Gibbs,

que para uma solucdo ideal € descrita da seguinte forma:

dy

_4Y _\T.RT 22
din[s] 2 (22

onde I', é o excesso superficial de surfactante na interface, em mols por unidade de drea, R ¢
a constante dos gases ideais e T € a temperatura absoluta [48].

O excesso superficial € a quantidade de mols por unidade de drea que estd em excesso
na superficie em relacdo a quantidade que deveria haver se a solu¢do aquosa fosse homogénea
até na interface. O parametro x é um inteiro que assume valor 2 para surfactantes iGnicos em
agua. Com a presenga de uma concentragdo de sal de 0,2 M e para surfactantes nao-idnicos o

valor de x é 1. Em concentragdes intermedidrias de sal, x varia entre 2 e 1. A diminui¢do de
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dy . dy
d[S] dIn[S]

¥y com o aumento de[S] implica em negativos, e, portanto, I, positivo. A

adsor¢do positiva de um surfactante na interface € uma das propriedades mais fundamentais
de um material tenso-ativo. Com a interface saturada, hd um aumento da concentracdo
monomérica do surfactante no interior da solucdo até atingir a cmc. Acima da cmc a
concentracdo monomérica se torna aproximadamente constante, ou seja, dIn[S]=0
implicando em dy =0, indicando que a tensdo superficial se torna aproximadamente
constante, pois as proprias micelas nao sdao tenso-ativas. Nao se pode dizer que ela se torna
exatamente constante porque ha um equilibrio dindmico entre os mondmeros e as micelas.
Griaficos de tensdo superficial podem ser usados para determinar o excesso superficial e

a cmc, tanto de surfactantes i6nicos como de ndo-idnicos (Figura 2.9).
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Figura 2.9: Determinag@o da concentragio micelar critica (cmc) a partir de medidas de tensdo
superficial em funcio da concentracio de surfactante.
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2.2.1 Método da Gota Pendente

O método da gota pendente € baseado na formacdo de uma gota na ponta de uma agulha
verticalmente posicionada, ligada a um sistema de finas mangueiras ligadas a uma seringa,
onde é colocada a solug@o a ser injetada. Para obter a imagem da gota, hd um sistema de
camera que filma a uma alta taxa de frames/segundo. A imagem da gota € projetada na tela do
computador. Entdo, um software é responsével pelo célculo da tensdo superficial. Para isso, €
tracado o perfil da gota, e a partir de consideragdes de simetria e das relacdes da tensao
superficial com o raio de curvatura, a tensao superficial € calculada.

Esse método € utilizado para medir a tensdo superficial de um liquido suspenso no ar a
partir da determinacdo do perfil da gota pendente em equilibrio mecénico, ou seja, quando a
as forcas de superficie sdo iguais a forca da gravidade. A forma em equilibrio da gota é
descrita pela equacdo de Young-Laplace

7L(L+LJ=AP-g'Z(x,y) (2.3)
Rl R2

Esse equilibrio pode ser descrito por uma equagdo diferencial de segunda ordem e sem
solucdo analitica, conhecida como equagdo de Bashforth e Adams. Essa equacdo [60], que é
baseada na equacdo de Laplace, relaciona os parametros geométricos do perfil da gota,
descritos pelo fator de forma B, que relaciona o raio do dpice da gota R, com a densidade do
liquido e a tensao superficial, através de uma equacao diferencial ndo linear:

Z 1 seng

2-B—=—+ 2.4
R, R x o
Ra R(l
sendo B definido por
2
p=Risdp 2.5)
/4

onde Ap é a diferenca de densidade do liquido e do ar, g é a aceleracdao da gravidade, y € a
tensdo superficial, R, é o raio de curvatura no dpice da gota, x, z € ¢ s@o as coordenadas

definidas na Figura 2.10, e R; € o raio de curvatura do ponto com coordenadas (x,z).
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Figura 2.10: Geometria da gota pendente. Fonte: [61].

Os valores de R; e ¢ sdo obtidos pela geometria da gota a partir de equacdes

diferenciais.

== -2 2.6
dx?
%
seng = __dx 2.7

A tensdo superficial é obtida pela comparagdo entre o perfil da gota experimental e o
perfil tedrico definido pela Equagao (2.4).

Em 1882, Bashforth e Adams deduziram a forma teérica da gota pendente e calcularam
tabelas dos contornos da gota. Essas tabelas podem ser usadas para determinar a tensdao
superficial ajustando o contorno da gota medido experimentalmente a curva tedrica.
Fotografias da evolucdo da gota seriam tiradas em func¢do do tempo para comparacdo. Mas
esse método usa poucas medidas para definir o formato inteiro da gota, levando a imprecisao
na comparacao entre o perfil experimental e a solu¢do numérica da equagcdo de Bashforth e
Adams. Outro problema encontrado € a determina¢do do tempo em que o equilibrio mecanico
da gota € atingido.

Progressos recentes na andlise de imagens e nos sistemas de aquisicdo de dados
tornaram possivel obter uma digitalizacdo direta da imagem da gota com a adi¢do de uma
placa de captura de video de uma camera digital. Os sinais digitais sdo analisados usando

diferentes algoritmos para determinar a tensao superficial a partir do perfil da gota.
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Um equipamento tipico de gota pendente consiste de trés partes: uma célula
experimental, um sistema de iluminagdo para visualiza¢do da gota e um sistema de aquisicao
de dados para inferir a tensdo superficial a partir do perfil da gota pendente [62]. A Figura

2.11 apresenta um desenho esquemaético do equipamento.
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Figura 2.11: Equipamento da gota pendente. Fonte: [62].

O sistema da gota pendente permite registrar a evolu¢do de uma gota da solugdo de
interesse em fun¢do do tempo. Imagens da gota sdo feitas automaticamente a certa frequéncia
que depende do tempo de duracdo do teste. As imagens sdo digitalizadas por uma placa de
aquisicdo no computador e sdo analisadas na hora, medindo, portanto, a tensdo superficial
durante o experimento. Os contornos da gota s@o analisados para inferir a tensdo superficial a
partir do perfil da gota utilizando diferentes programas. O processo de digitalizacdo e anélise
da gota consiste de quatro etapas: 1) captura e digitalizacdo da imagem da gota pendente; 2)
extracdo do contorno da gota, e determinacdo do raio de curvatura no dpice, necessario para o
calculo da tensido superficial; 3) suavizacdo do contorno da gota usando regressao polinomial;
4) comparag¢do do formato da gota tedrica e da experimental, inferindo o valor da tensdo

superficial.

2.3 Espalhamento Dinamico de Luz

O espalhamento dinamico de luz mede a radiacdo espalhada em comprimentos de onda
ligeiramente diferentes daqueles do feixe incidente. Moléculas em movimento alteram o
comprimento de onda da radiacdo devido ao efeito Doppler. Se ndao ha um movimento liquido

resultante, as flutuacdes no nimero de moléculas espalhadoras resultam em uma distribui¢ao
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de comprimentos de onda da luz espalhada. A distribuicao € bastante estreita, e uma fonte de
luz extremamente monocromatica € necessaria [63].

Particulas com diametros na ordem de 1 a 5000 nm, dependendo da amostra e da
poténcia do laser disponivel, podem ser medidas utilizando o método de espectroscopia de
correlacdo de foton (sigla em inglés, PCS). Uma das caracteristicas das particulas em solucdo
¢ que elas estdo em constante movimento térmico, ou Browniano. Esse movimento provoca
um padrdo de speckle de movimento na intensidade de luz espalhada pelas particulas. Esse
movimento pode ser detectado como uma variacdo na intensidade com o tempo a partir de
uma Optica e uma fotomultiplicadora adequada. Particulas grandes se movem mais lentamente
que particulas pequenas, portanto a taxa de flutuagcdo da luz espalhada por elas é também mais
lenta. A espectroscopia de correlagdo de féton utiliza a taxa de variacdo dessas flutuacdes para

determinar a distribui¢do de tamanhos das particulas espalhadoras de luz [64].
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Figura 2.12: Exemplo da medida de espalhamento dindmico de luz de duas amostras: uma de
particulas grandes e uma de particulas pequenas, e a intensidade da luz espalhada em fun¢do do tempo.

Os canais do correlacionador multiplicam as intensidades da luz separadas por um
tempo de atraso. Para tempos de atraso menores, os quais sdo pequenos quando comparados
as flutuagdes, o produto das intensidades é grande, ou seja, o grau de correlagdo € alto. Para
canais com tempos de correlacdo longos, quando nio ha correlagdo entre as intensidades, o
produto das intensidades € muito pequeno, o que resulta em uma funcio de correlacdo que

decai exponencialmente.
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A andlise da funcdo de auto correlacdo obtida, permite o cdlculo do coeficiente de
difusdo translacional das particulas que estdo em movimento Browniano. O tamanho da
particula pode, entdo, ser calculado a partir do coeficiente de difusdo, da temperatura e da
viscosidade do meio.

Virios algoritmos matematicos podem ser utilizados para transformar a funcdo de auto

correlacdo em distribui¢do de tamanhos.

2.4 Espectroscopia de Transicoes Eletronicas

Um experimento de espectroscopia tipico é feito com a incidéncia de uma radiacdo
eletromagnética em um determinado comprimento de onda nominal 4 sobre a amostra. Entdo
propriedades da radiacdo que emerge da amostra sdo medidas. Uma das propriedades mais
simples é a fracdo da radiacdo incidente que ¢é absorvida pela amostra, dada pela
espectroscopia de absorcdo Optica. Também € possivel examinar a radiacdo emitida pela
amostra em comprimentos de onda diferentes daquele utilizado na excitagdo, através da
espectroscopia de fluorescéncia. Algumas técnicas mais complexas detectam, além da
intensidade, o tipo e o grau de polarizacio da radiacdo emitida pela amostra, como a
polarizacdo ou anisotropia [63].

As energias necessdrias para alterar a distribuicdo de elétrons nas moléculas sdo da
ordem de diversos elétrons-volt (eV). Os fétons absorvidos ou emitidos nessas alteracdes
estdo, portanto, nas regides visivel ou ultravioleta do espectro. Apds a transi¢c@o eletronica, os
nicleos de uma molécula estdo sujeitos a forcas diferentes das que atuavam antes da
transicdo, levando a molécula a sofrer vibracdes. Em liquidos, essas transi¢cdes vibracionais se

confundem formando bandas largas [65].

2.4.1 Absorcao

A absor¢cdo de um féton estd relacionada a excitacdo de elétrons que pertencem a um
pequeno grupo de atomos, os cromoforos, que sdo os responsdveis pela coloragdo das
substancias. O alargamento das bandas de absor¢ao eletronicas nas amostras liquidas pode ser
atribuido a respectiva estrutura vibracional, que em geral ndo pode ser resolvida em solucgdo.

Em consequéncia da transi¢ao, a densidade de elétrons aumenta rapidamente em determinadas
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regidoes da molécula, e diminui em outras, e os nucleos, inicialmente estaciondrios, sofrem
subitamente a a¢do de um novo campo de forcas, respondendo a esse campo entrando em
vibracdes e oscilando. O principio de Franck-Condon diz que, em virtude de os nticleos serem
muito mais pesados do que os elétrons, uma transi¢cdo eletronica ocorre com rapidez muito
maior do que os nucleos podem responder. A transi¢do eletronica mais provavel € tal que a
separacdo entre os nucleos seja a separacdo de equilibrio, R,. Assim, a transi¢do € para um
estado vibracional do estado eletronico excitado que estd verticalmente acima do estado
fundamental nas curvas de potencial em fun¢do da distancia de separacdo entre os nucleos

(Figura 2.13).
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Figura 2.13: Curvas de potencial em fun¢do da separacdo entre os nicleos e transi¢do vertical
obedecendo ao Principio de Franck-Condon.

A espectroscopia de absor¢do eletronica € uma técnica usada para desde a determinagdo
de concentracdes até a resolucdo de complexas questdes estruturais. Quando a luz na
frequéncia adequada é absorvida, a molécula pode ser excitada a um dos muitos niveis de
rotagcdo-vibracao do primeiro estado eletronico excitado. O espectro €, entdo, composto de um
grande nimero de bandas espectrais muito préximas. Na pratica, essas bandas sdo tdo largas
que se observa somente um envelope espectral relativamente suavizado. Entre as causas do

alargamento das bandas estd a heterogeneidade do ambiente [63].
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Um diagrama esquemadtico da medida de absorcdo de luz € ilustrado na Figura 2.14. A
luz incidente de intensidade Iy no comprimento de onda /4 atinge a amostra, com concentracao
C em moles por litro de moléculas absorvedoras em solugdo, por um caminho de

comprimento de / cm. A luz que ndo é absorvida pela amostra emerge com intensidade /.

e

v

Figura 2.14: Esquema da medida de absorcao de luz.

Considerando uma amostra de moléculas em uma camada suficientemente fina
perpendicular a direcdo da propagacdo da luz (dl) tal que a intensidade da luz dentro dessa
camada é essencialmente constante, a fracdo de luz absorvida (-dI/I) deve ser proporcional ao
nimero de moléculas absorvedoras:

-dl /1 =Cég'dl (2.8)
onde &’ € a constante de proporcionalidade, chamada coeficiente de absorcdo molar, e é

independente da concentracdo para um conjunto de moléculas que ndo interajam, e contém a
dependéncia em comprimento de onda ou frequéncia do espectro de absor¢do. Integrando a
Equacdo (2.11) em toda a amostra, ou seja, de Ipaté e de 0 a /,

In(Z,/1)=C¢'l 2.9
Convertendo para log na base 10,

log,,(L,/1)

In(Z,/1)= =2303xlog(l,/1) (2.10)

log,, e

obtém-se a forma comum da lei de Beer-Lambert
A(A) =log(l,/1)=Ce(A)l (2.11)

onde ¢=¢’/2,303 e A € a absorbancia.
O coeficiente de absor¢do molar varia com a natureza do composto absorvente, com o

solvente, com o comprimento de onda e com o pH da solugdo [47].
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Valores mais precisos de A sdo obtidos no intervalo de 0,1 a 2, j4 que valores menores
significam que somente uma fracdo muito pequena da luz incidente foi absorvida, e valores
maiores mostram que somente uma pequena fra¢do da luz incidente atinge o detector.

O que interessa € o espectro da molécula e ndo o do solvente. Portanto normalmente é
medida a diferenga na absorbancia entre a molécula em solugio e o branco de solvente.

A intensidade I, do feixe que emerge da amostra €, de acordo com a Equacdo (2.11), tal
que

logl, =logl,—A, (2.12)
e, similarmente, a intensidade transmitida do feixe na referéncia, Iy €
logl, =logl, — A (2.13)

entdo, a deteccdo de log Iz/l4 d4 a medida de A4 — Ag.

2.4.2 Fluorescéncia

A absorcao inicial leva a molécula a um estado eletronico excitado. A molécula excitada
pode sofrer colisdes com as moléculas vizinhas e ceder energia de forma nao radiativa, em
etapas dos niveis vibracionais, até atingir o nivel de vibracao mais baixo do estado eletronico
excitado da molécula. Entdo, se a grande diferenca de energia que leva a molécula até o
estado eletronico fundamental ndo for cedida as moléculas circundantes, a molécula excitada
pode sofrer emissao espontanea, em 107, e emitir o excesso de energia na forma de radiagdo.
De acordo com o principio de Franck-Condon, a transicdo eletronica de emissdo é vertical,
tendo o espectro de fluorescéncia a estrutura vibracional caracteristica do estado eletronico
fundamental [65].

O processo de decaimento radiativo € dado pela emissdo de um f6ton pela molécula
para perder a energia de excitacdo. O decaimento ndo-radiativo € mais comum, com a energia
em excesso sendo transferida para vibragdes, rotacoes e translagdes das moléculas vizinhas,
ou seja, a energia € transformada no movimento térmico do ambiente, na forma de calor.

Se a radiagdo € espontaneamente emitida e cessa imediatamente apds a interrup¢do da
radiacdo de excitacdo, o processo € chamado de fluorescéncia. Na fosforescéncia a emissao

espontanea persiste durante intervalos de tempo longos apds a excitacao.
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Figura 2.15: Diagrama de Perrin-Jablonski com os tempos caracteristicos dos processos de excitacao
eletronica e emissdo e os esquemas dos spins eletronicos de cada estado de energia.

A fluorescéncia ocorre em frequéncias mais baixas do que a da radiacdo de excitacdo,
pois a transi¢do radiativa ocorre somente apds parte da energia vibracional se dispersar no
ambiente. Assim, o espectro de emissao sempre estd deslocado para maiores comprimentos de
onda em relagdo ao espectro de absor¢do. A diferenca entre os comprimentos de onda de
emissao e de excitacdo é chamada de deslocamento de Stokes.

Os dados de fluorescéncia podem ser analisados considerando os seguintes parametros:
o espectro de emissdo de fluorescéncia, com anélise do comprimento de onda e da intensidade
do pico de emissdo; o espectro de excitacdo de fluorescéncia; o rendimento quantico; a
anisotropia de emissdo de fluorescéncia; o tempo de vida da fluorescéncia e o decaimento da
anisotropia.

O tempo caracteristico do processo de absor¢do € de 10 s. Jd o tempo de vida dos
estados excitados singleto, que resulta na emissdo de fluorescéncia, e tripleto, que resulta na
fosforescéncia, sdo de 10" a 107se 10°a 1 s, respectivamente. Essa diferenca nos tempos
de vida ocorre devido ao spin do elétron no estado excitado, que € inverso ao do estado
fundamental no caso da fluorescéncia e o0 mesmo para a fosforescéncia, resultando em uma

transicdo proibida para o estado fundamental, o que leva o elétron a demorar mais para

retornar ao estado fundamental (Figura 2.15).
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Como citado acima, o tempo de vida de fluorescéncia é da ordem de 0,1 a 100 ns. Esses
tempos podem ser medidos pelo método de espectroscopia de fluorescéncia com resolugdo
temporal utilizando um laser pulsado como fonte de excitacdo.

Nesse trabalho estamos interessados na emissdo de fluorescéncia. As moléculas
utilizadas apresentam alto rendimento quantico de fluorescéncia, ou seja, boa parte da energia
¢ perdida por fluorescéncia.

O conceito de rendimento quantico € descrito pela Equagao:
__ K

@+Z&
i

onde ks € a taxa de emissdo de fluorescéncia e Xk; € a soma de todas as taxas de perda de

¢ 2.14)

energia que ndo sao por fluorescéncia, ou seja, o rendimento quantico dd a porcentagem de
moléculas no estado eletronico excitado que decaem para o estado fundamental por emissao
fluorescente. O rendimento quantico é sempre menor ou igual a unidade, € caracteristico da
estrutura da molécula, e para compostos ndo-fluorescentes € igual a zero.

A taxa de emissao fluorescente é dada por

k, =— (2.15)

onde 7y € o tempo de vida do estado excitado.

Experimentalmente, o rendimento quantico, Qp, € calculado utilizando os valores da
drea do espectro de emissdo de fluorescéncia, [ F(4) dA, do pico de absorbancia, A(1), da
amostra de referéncia e da amostra de interesse, e do rendimento quantico da amostra de
referéncia, @referencia» cOMo apresentado na Equagdo (2.16), sendo que as medidas devem ser
feitas nas mesmas condi¢des experimentais, incluindo o meio. A amostra de referéncia € um

composto cujo rendimento quantico ja é conhecido.

Ay
[ Fopora (DA
Q _ ¢ A referéncia (/1)
o o Y Aamos‘tra (/1 )
J. Freferéncia (ﬂ’)dﬂ’ ‘
A

¢r¢feréncia (2"16)

Quando a concentracdo da sonda € aumentada, a probabilidade de as moléculas
excitadas interagirem com as outras e perderem energia através de outros processos que nao a
emissao fluorescente aumenta. Esse efeito faz com que a intensidade de fluorescéncia relativa
a concentracdo da sonda ndo aumente mais linearmente, como resultado do efeito de filtro

interno.
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2.4.3 Sondas Fluorescentes

O composto 2-amino-N-hexadecil-benzamida, Ahba, ¢ uma sonda fluorescente
lipofilica, formada pelo fluoréforo, o dcido o-aminobenzdico, ligado covalentemente a cadeia
acila hexadecilamina. O comportamento da sonda é dependente da polaridade do meio: as
posicdes espectrais de absor¢do e emissao, o rendimento quantico e o decaimento do tempo de
vida indicam comportamentos distintos em &4gua quando comparados ao etanol e ao
ciclohexano. A sonda dissolve nos solventes organicos, como indicado pelos valores muito
baixos da anisotropia de fluorescéncia de estado estaciondrio e os tempos de correlagdo
rotacional curtos obtidos em medidas de decaimento da anisotropia de fluorescéncia. Por
outro lado, a sonda tem baixa solubilidade em &gua, levando a formagdo de agregados em
meio aquoso. O complexo espectro de absorcdo em dgua € interpretado como originario das
diferentes formas de agregacdo, como deduzido da dependéncia do comprimento de onda dos
parametros de anisotropia. A sonda interage com surfactantes nas formas micelar e pré-
micelar, como observado em experimentos na presenga de n-dodecilsulfato de sédio (SDS),
brometo de n-cetiltrimetilamonio (CTAB), propano-1-sulfonato de 3-(dodecil-dimetilamo6nio)
(DPS) e propano-1-sulfonato de 3-(hexadecil-dimetilamo6nio) (HPS), e com vesiculas do
fosfolipidio dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC). Os resultados demonstram que o Ahba ¢é
capaz de monitorar propriedades tais como potencial elétrico de superficie e transi¢do de fase

de micelas e vesiculas [46].

NH > h)

Figura 2.16: Molécula da sonda fluorescente Ahba (4cido orto-aminobenzéico-hexadecilamina).
Fonte: [46].

A sonda fluorescente lipofilica Ahba foi sintetizada a partir do &cido orto-
aminobenzodico, 0-Abz, ligada a uma longa cadeia hexadecilamida. Em dgua, o o-Abz tem
uma banda de absor¢do em 310 nm. Por outro lado, o cardter hidrofébico da cadeia alifdtica
do Ahba resulta em uma solubilidade muita baixa em 4gua e a posi¢ao da banda de absorcao
em meio aquoso em 335 nm € atribuida a formacao de agregados. O coeficiente de absorcao
molar do Ahba em 4gua é de 2670+72 M_lcm_l, e 296021 M 'cm™' em etanol. J4 seu

rendimento quantico € de 0,38 em dgua e 0,78 em etanol [46].
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Alguns estudos na relacdo estrutura-atividade antiparasita para as aquilfosfocolinas
apontam para uma localizacdo preferencial do grupo fluorescente no extremo da cadeia
alquila saturada, mantendo intacto o grupo essencial fosfocolina, e com um comprimento total
da parte lipofilica proximo aquele de uma cadeia de polimetileno de 16 a 18 carbonos. A
cabeca polar fosfocolina e a cadeia alquila saturada s@o mantidas, € o grupo emissor € o
fluoréforo lipofilico BODIPY (Figura 2.17). Essa sonda absorve e emite no visivel em
comprimentos de onda convenientes para experimentos biolégicos, com alto brilho e foto-
estabilidade muito melhor. Com o objetivo de mimetizar a conformac¢do linear da droga
original, a cadeia alquila deve ser ligada a posicdo 2 do grupo BODIPY. Foi sintetizado um
andlogo com o grupo BODIPY na posicdo terminal da cadeia alquila com um grupo etil
(Figura 2.18). Tal andlogo apresenta comprimento de onda de absor¢do méiximo de 527 nm
em metanol e 529 nm em etanol, emissdo em 536 nm com excitacdo em 502 nm, rendimento
quantico 0,94 e coeficiente de absorcdo molar de 82.000 e 79.000 nos dois solventes citados,
respectivamente. O andlogo tem excelentes propriedades espectroscOpicas para a aplicagdo
como sondas da atividade antiparasita: alto coeficiente de absor¢ao molar no visivel, emissdao
amarela intensa, alto rendimento quantico proximo a unidade, e alta foto-estabilidade.

A concentragdo de MT-BODIPY necessaria para inibir 50% da proliferacdo do parasita
em promastigotas de Leishmania donovani é de 4,3 uM, enquanto a concentragdo de MT €& de
6,5 uM, portanto, a atividade anti-parasita do andlogo fluorescente condiz com a da droga
original. O método de sintese introduziu o grupo BODIPY altamente fluorescente na parte
ndo-polar do lipidio, alinhado com a cadeia alquila e com perturbacdo minima das
propriedades anfipaticas da molécula original [44].
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Figura 2.17: (a) Sonda BODIPY: 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno [44], e (b) com o grupo
etil no carbono da posi¢do 6, com comprimento de onda de absor¢do méximo de 517 nm e de emissdo
de 546 nm, com rendimento quéntico de 0,70 [66].



CAPITULO 2. ASPECTOS TEORICOS 60

Figura 2.18: O analogo fluorescente da MT, 6Et-BODIPY-11C-PC: 11-(4,4-Difluoro-6-etil-1,3,5,7-
tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-2-il) n-undecilfosfatidilcolina, aqui chamado de MT-
BODIPY.

2.4.4 Anisotropia de Fluorescéncia

O fendmeno de anisotropia de fluorescéncia é baseado na existéncia de momentos de
transi¢do para absor¢do e emissdo que estdo em direcdes especificas dentro da estrutura do
fluoréforo (Figura 2.19). Em solucdo homogénea o estado fundamental dos fluor6foros esta
randomicamente orientado, mas quando expostos a luz polarizada, aqueles fluor6éforos que
tém seu momento de transi¢do de absor¢do orientados na dire¢do do vetor campo elétrico da
luz incidente sdo preferencialmente excitados e, por isso, a populagdo de estado excitado tem
uma direcdo de orientacdo preferencial. Uma causa da despolarizagdo € a difusdo rotacional
dos fluor6foros. As medidas de anisotropia ddo uma idéia do deslocamento angular médio do
fluoréforo entre a excitagdo por absor¢do do féton e a subsequente emissdo de um féton
(Figura 2.20). Os movimentos de rotacao dependem da viscosidade do solvente e da dimensao
da molécula do préprio fluoréforo ou do agregado em que ele estd inserido. A dependéncia da
anisotropia de fluorescéncia com o movimento rotacional tem aplicacio em pesquisa
bioquimica, ja que a escala de tempo da difusdo rotacional de biomoléculas € comparavel ao

tempo de decaimento de muitos fluoréforos [67].
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Figura 2.19: Esquema dos momentos de transi¢do de absor¢do (amarelo) e emissao (vermelho) de um
fluoréforo, e sua despolarizagdo entre a excitagio e a emissao.
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Figura 2.20: Esquema dos dipolos de absorcio e de emissdo com um angulo ¢ entre eles para =0, e
representagdo do angulo w do dipolo de emissado entre a absor¢do e a emissao.

Para obter os valores de anisotropia, a qual € definida pela Equacgdo (2.17), as medidas
podem ser realizadas pelo método de canal dnico ou de formato-L, como estd explicado a
seguir.

N

r=——— 2.17
I, +21, ( )

(a)

AR

VH

(b)

HH
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Figura 2.21: Esquema do equipamento para medida de anisotropia de fluorescéncia.

A amostra € excitada com luz polarizada verticalmente, ou seja, com o vetor campo
elétrico da luz de excitacdo orientado paralelamente ao eixo vertical (Figura 2.21 a). Entdo,
através de um polarizador ora orientado verticalmente (paralelo a emissdo) e ora

horizontalmente (perpendicular), a intensidade da emissdo € observada (I, e I,

respectivamente). As intensidades observadas verticalmente e horizontalmente quando a
amostra é excitada verticalmente, sdo, respectivamente,

1, =kS,I, (2.18)
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I, =kS,I (2.19)
sendo k um fator de proporcionalidade que leva em consideragdo o rendimento quantico do

fluor6foro. Dividindo a Equacao (2.18) pela Equacgido (2.19), obtém-se:

Ly S L _ I (2.20)

IVH SH I 1L I 1
Assim, para encontrar a razdo das intensidades de emissdo paralela e perpendicular a
excitacdo, deve-se calcular o fator G, que € dado pela razdo entre as sensibilidades do sistema
de deteccdo para a luz polarizada verticalmente e horizontalmente, como mostra a equagao

abaixo

G=2" 2.21)

Para medir o fator G, utiliza-se excitacdo horizontalmente polarizada (Figura 2.21 b).
Quando a excitacdo € horizontal, como o sistema de detec¢do € de canal dnico e é feito em
formato de L, a detec¢io serd perpendicular a excitagdo tanto para o polarizador orientado
verticalmente quanto horizontalmente, e as intensidades devem ser iguais. Mas pode haver
diferencas entre esses valores, e essas diferencas devem ser devido as propriedades de

deteccao do sistema. Entdo

Iy _Sv 1, _Sv _ G (2.22)
IHH SH I 1 SH
1
Conhecendo o fator G, calcula-se a razdo I_” Substituindo a Equacgdo (2.22) na Equacido
1

(2.20),
by 1 _do Lan Ty

w =L (2.23)
IVH G IVH I HV I 1
Como a anisotropia € definida pela Equacao(2.17), pode-se escrever
I,/1,)-1
P i) (2.24)
I,/1, +2
que pode ser escrita na forma alternativa
1, —GI
W —TVH (2.25)

=
I, +2GI,,
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Figura 2.22: Esquema da polariza¢cdo da emissdo de moléculas grandes e pequenas.

Para moléculas pequenas, I,

despolarizada (Figura 2.22).

2.4.5 Tempo de Vida

Fluordforo ligado a uma
pequena molécula tem
movimento mais rapido

Luz emitida é =
despolarizada

v v

Emissdo Despolarizada

I,, o que resulta em r = 0, ou seja, uma

I =5

63

€missao

Na fluorescéncia resolvida no tempo, ou fluorometria no dominio do tempo, a amostra é

excitada com um pulso de luz (Figura 2.23). A largura do pulso € feita tdo pequena quanto

possivel e € preferencialmente muito menor que o tempo de decaimento 7 da amostra. A

intensidade em funcdo do tempo é medida apds o pulso de excitacdo, e o tempo de

decaimento 7 € calculado a partir da inclinacdo de um grafico do log I(¢) versus t. Quando as

medidas do decaimento da intensidade sdo feitas através de um polarizador orientado a 54,7°

do eixo vertical z, os efeitos da difusdo rotacional e da anisotropia no decaimento da

intensidade sao evitados.
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Figura 2.23: Medidas de tempo de vida no dominio do tempo. Adaptado de: [67].

Uma amostra contendo o fluoréforo é excitada com um pulso de luz de funcdo 9,
resultando em uma populagdo inicial ny de fluoréforos no estado excitado. A populagdo no
estado excitado decai com uma taxa I" + ky,:

) _ sk yn(r) (2.26)

onde n(f) é o nimero de moléculas excitadas num tempo ¢ apds a excitagdo, I' é a taxa

emissiva, € k, € a taxa de decaimento ndo radiativo. A emissdo é um evento randémico, e

cada fluordforo excitado tem a mesma probabilidade de emitir em um dado periodo de tempo,
resultado em um decaimento exponencial da populacdo do estado excitado

n(t) =n(0)exp(-t/7) (2.27)

Nos experimentos de fluorescéncia, ndo se observa o nimero de moléculas excitadas,

mas a intensidade de fluorescéncia, que € proporcional a n(f), portanto, a Equacao (2.26),

pode ser escrita em termos da intensidade dependente do tempo I(f). A integracdo dessa

equacdo resulta na expressao de um decaimento exponencial simples
I(t) =1 exp(-t/7) (2.28)
onde [y é a intensidade no tempo zero. O tempo de vida 7 € o inverso da taxa de decaimento

total

r=C+k, )" (2.29)
Em geral, o inverso do tempo de vida é a soma das taxas que despopulam o estado excitado.
O tempo de vida pode ser obtido de duas formas: do tempo em que a intensidade diminui a

1/e do seu valor inicial ou da inclina¢do do gréafico de log I(f) versus t (Figura 2.23).

Mas, decaimentos de intensidade sdo tipicamente ajustados por multi-exponenciais

I1(t)= i o, exp(—t/7,) (2.30)
i=1
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onde 7; sao os tempos de decaimento, ¢; representam as amplitudes das componentes em =0,
e n é o nimero de tempos de decaimento. A Za; € normalizado e igual a 1.

Muitas amostras que contém apenas um fluoréforo apresentam decaimentos mais
complexos que uma exponencial simples. Assim, € necessdrio explicar os multiplos tempos de
decaimento. Se a sonda pode se apresentar em dois ambientes, tais como exposta ou blindada
da 4gua, cada tempo de decaimento pode ser associado a cada um desses estados [67].

E razodvel assumir que o fluoréforo com mais de um tempo de decaimento tenha a
mesma taxa de decaimento radiativo em cada ambiente. Os fatores pré-exponenciais o;
representam a fracdo de moléculas em cada uma das conformacdes em 7=0, o qual
corresponde ao estado fundamental dequilibrio.

Os valores de ¢; e 7; podem ser utilizados para determinar a contribui¢do relativa de cada
tempo de decaimento para a intensidade de estado estaciondrio.

f =il 2.31)

Zajrj
j

O método de contagem de f6tons Unicos correlacionados no tempo (em inglés, Time-
Correlated Single Photon Counting, TCSPC), € ilustrado na Figura 2.24. O experimento se
inicia com o pulso de excitacdo, que excita a amostra e inicia a contagem do tempo. A TCSPC
¢ uma técnica digital, contando fétons que estdo temporalmente correlacionados com o pulso
de excitagdo. A esséncia do método € o conversor tempo-amplitude (sigla em inglés, TAC),
que pode ser considerado um andlogo de um crondmetro rapido.

A amostra € repetidamente excitada usando uma fonte de pulso de luz de um laser. Cada
pulso é opticamente monitorado por uma fotomultiplicadora, para produzir um sinal de
partida que € usado como gatilho para a rampa de voltagem do TAC. A rampa de voltagem ¢é
interrompida quando o primeiro féton fluorescente proveniente da amostra é detectado. O
TAC fornece um pulso de saida cuja voltagem € proporcional ao tempo entre os sinais de
partida e de interrup¢do. Um analisador multicanal (sigla em inglés, MCA) converte essa
voltagem para um canal de tempo usando um conversor analdgico-digital (sigla em ingl€s,
ADC). Somando sobre vérios pulsos, o MCA constréi um histograma de probabilidades de
contagens em funcdo dos canais de tempo. O experimento transcorre até atingir um pico de
10.000 contagens no canal do pico. Deve haver ndo mais que um féton detectado por 100
pulsos do laser. Sob essas condicdes, o histograma dos tempos de chegada dos fétons

representa o decaimento da intensidade da amostra.



CAPITULO 2. ASPECTOS TEORICOS 66

A eletronica para a TCSPC permite a deteccao somente do primeiro féton que chegam.
Uma vez que o primeiro féton € detectado, o tempo morto na eletronica impede a deteccao de

outro féton resultante do mesmo pulso de excitacao.
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Figura 2.24: Esquema para a medida pelo método TCSPC. Adaptado de: [67].

A funcdo de resposta do instrumento, chamada de 1ampada, € a resposta do instrumento
para uma amostra de tempo de vida zero. Essa curva é obtida utilizando uma solugdo
espalhadora, como a dgua. Esse decaimento representa o perfil do tempo de vida mais curto
que pode ser medido pelo instrumento. A ldmpada tem uma largura a meia altura que
caracteriza a funcdo.

Se a curva de decaimento, dada na escala logaritmica, ¢ uma reta, isso indica que o

decaimento tem um unico tempo. O ajuste da curva € feito a partir da convolucdo da lampada

com a fung¢do de resposta.
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2.4.6 Decaimento da Anisotropia

7z

Um exemplo da utilizacdo de medidas resolvidas no tempo é o decaimento da
anisotropia. Os movimentos rotacionais do fluor6foro podem ser medidos através do
decaimento da anisotropia. Para uma molécula esférica, espera-se um unico tempo de
decaimento para a anisotropia, o qual é chamado de tempo de correlagdo rotacional (6)

r(t) =r,exp(-t/0) (2.32)
onde ry € a anisotropia em 7=0, e € uma caracteristica do fluoréforo. O tempo de correlacdo
rotacional € é o tempo para que a anisotropia decaia a 1/e do seu valor inicial e é maior para
fluoréforos ligados a particulas maiores. Quando o fluoréforo pode ser encontrado em forma
de monOmeros e ligado a particulas maiores, o decaimento da anisotropia serd uma dupla

exponencial
r(t)y=r,f, exp(-t/6,,)+r,f,exp(-t/8,) (2.33)
onde f; representa a fracdo do fluor6foro em cada uma das formas, sendo fy+ fa=1,0.
Os decaimentos de anisotropia podem ser mais complexos e sdo tipicamnte

apresentados como uma soma de exponenciais

r(t)= Y1, exp(-t/6,) (2.34)
J

Apesar das formas matematicas dos decaimentos de intensidade e de anisotropia serem
similares, ndo hé relacdo direta entre os tempos de decaimento e de correlagdo rotacional. Os
tempos de decaimento estdo relacionados as propriedades espectrais do fluoréforo, enquanto
os tempos de correlacdo rotacional sdo determinados pelo tamanho, forma e flexibilidade das
particulas onde o fluoréforo se encontra [67].

Se o fluoréforo é excitado com um pulso de luz verticalmente polarizado e rotaciona
com um Unico tempo de correlacdo rotacional, o decaimento da anisotropia é determinado
pela medida do decaimento das componentes verticalmente e horizontalmente polarizadas da
emissdo. Se a anisotropia fundamental é maior que zero (rp>0), o pulso de excitacdo
verticalmente polarizado resulta em uma populacdo inicial de fluoréforos excitados na
orientacdo paralela. A diferenca de decaimento entre /y(¢) e /1(f), quando normalizados pela
intensidade total, € o decaimento da anisotropia.

A intensidade total para uma amostra é dada por Iy = I + 2/L. Da mesma forma, o

decaimento de intensidade total sem rotacdo é

I0)=1,0)+2,(t) (2.35)
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No dominio do tempo, medem-se os decaimentos dependentes do tempo dos
componentes polarizados da emissdo. Os decaimentos de intensidade polarizados sdo usado
para calcular a anisotropia dependente do tempo

) = 1) —1,(1)

— D (2.36)
1,()+21,(2)

Na anélise dos decaimentos de anisotropia, o valor de ry pode ser considerado um valor
conhecido ou desconhecido. Se o valor de ry é conhecido, a lei de decaimento da anisotropia

pode ser escrita como

r(t)=r,>. g, exp(-t/6,) (2.37)

J
onde g; sdo as fracdes de amplitude que decaem com tempo de correlagdo 6. Como Xg; = 1,0;
um valor conhecido de ry reduz para 1 o nimero de pardmetros varidveis. Nessa andlise, a
anisotropia no tempo zero € forcada a ser igual a ry.

A anisotropia total pode ser um pardmetro varidvel e dado pela Equagao (2.34), com ry;
sendo as fragcdes da anisotropia que decaem com tempos de correlagdo ;. Nesse tipo de
andlise a anisotropia no tempo zero € r(0).

Dependendo do tamanho e do formato do fluoréforo, e do seu ambiente local, vérios
tipos de decaimento de anisotropia sdo possiveis. Uma molécula esférica apresenta um tinico
tempo de correlagdo rotacional, mas os decaimentos de anisotropia podem ser mais
complexos se o fluoréforo ndo é esférico, levando-nos a imaginar diferentes taxas rotacionais
em torno de cada eixo. Para esse caso, espera-se que a anisotropia decaia como uma soma de
exponenciais, como dado na Equacgao (2.34) sendo que na pratica pode-se distinguir até trés
tempos de correlagdo rotacional.

Decaimentos da anisotropia podem ser usados para caracterizar membranas bioldgicas
modelo. A idéia bésica consiste em comparar a anisotropia observada com a sonda ligada na
membrana com aquela observada para a sonda em solugdes com viscosidade conhecida.

Em temperaturas maiores, acima da fase de transicio da membrana, a anisotropia para
tempos longos, r., tende a zero. E importante interpretar o valor da anisotropia limite r.,, que
pode ajudar na interpretacdo das propriedades das membranas responsdveis pela rotagdao
dificultada. Um valor de r, diferente de zero demonstra a existéncia de uma barreira a
rotacdo. Esse parametro estd relacionado ao parametro de ordem, descrevendo a distribui¢ao
da orientagdo de equilibrio da sonda em tempos muito maiores que o tempo de correlacdo

rotacional.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Condicoes Experimentais

Durante os experimentos, a temperatura foi controlada. Para os experimentos com
solugdo tampdo, foram feitas medidas a temperatura ambiente, 7 = (25 + 2)°C ou a
temperatura corporal humana, 7' = (36 + 1)°C. As medidas feitas com a presenca de vesiculas
foram feitas acima da temperatura de transi¢ao do lipidio utilizado. No caso do DMPC, como
a temperatura de transi¢do é de 23°C, foi possivel fazer medidas também a temperatura de (36
+ 1)°C, enquanto com o DPPC, que tem a temperatura de transicao igual a 41°C, as medidas
foram feitas a (47 + 3)°C.

O tampao fosfato foi preparado com 10,45 g de Na,HPO4,*7H,O (fosfato de sédio
dibésico heptahidratado) e 1,52 g de NaH,PO4*H,0 (fosfato de sédio monobasico) para 500
mL de dgua milli-Q, obtendo uma concentragao de 0,1 M. Para as medidas o tampao foi
diluido 10 vezes para obter uma concentracao de 10 mM. O pH do tampao obtido € igual a 7,4
+0,1.

As solugdes foram preparadas com tampao fosfato, a uma concentragdao de 10 mM, com
pH 7.4, préximo ao pH fisiolégico. Para variar a forca ionica foi utilizado NaCl na

concentracao de 150 mM.

3.2 Materiais

Os derivados fluorescentes da miltefosina foram obtidos no laboratério do Prof. U.
Acuia, do Instituto de Quimica-Fisica “Rocasolano”, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Espanha, com quem mantemos colaboracdo. A amostra enviada era sélida, e foi
conservada a temperaturas de -20°C ao abrigo de luz. De acordo com o laboratério que
sintetizou o andlogo, é soluvel nos mesmos solventes que o fosfolipidio original. A pureza,
testada por TLC (Thin Layer Cromatography) apresentando uma tunica mancha, e HPLC

(Highperformance Lquid Cromatography) com um sinal unico, testado em varios
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comprimentos de onda, é de aproximadamente 99%. Os dados do espectro de 'H NMR
(Nuclear Magnetic Resonance do hidrogénio) condizem com a estrutura. A andlise elementar
indica a presenca de 3,5 moléculas de dgua por molécula do andlogo, as quais nao sao
eliminadas pelos processos padrdo de secagem. As propriedades espectroscépicas bdsicas
medidas previamente pelo grupo responsavel pela sintese estdo citadas no capitulo anterior. A
sonda Ahba derivada do 4cido aminobenzdico (Abz) foi obtida em laboratério da Unifesp. Os

lipidios foram adquiridos no mercado da Avanti Polar Lipids.

3.3 Preparacao das Vesiculas de Lipidios

Para a preparacdo das vesiculas unilamelares grandes (em inglés, LUVs) utilizadas no
trabalho, foi utilizado o método de extrusao [58], com o Mini-Extruder Avanti. A preparagao
das vesiculas foi feita a temperaturas elevadas, acima da transicdo de fase de cada lipidio
utilizado.

Para isso, € necessdrio preparar um filme lipidico a partir de uma solucdo de
cloroférmio de lipidios, seca em um fluxo de N, e colocada em uma bomba de vacuo por pelo
menos 2 horas, para eliminag@o dos residuos de solvente organico que restam da evaporacao
[68]. Para a preparacdo da solu¢do com vesiculas, o filme é ressuspenso com a adicao de
tampao, resultando em uma concentracdo de 1 mM, e agitado. A suspensdo lipidica deve ser
mantida acima da temperatura de transi¢do de fase gel-fluido do lipidio durante a hidratacdo e
a extrusdo [69]. Com a amostra hidratada, a solu¢do é colocada em uma seringa em um dos
lados do mini-extrusor, e do outro lado é colocada uma seringa vazia. Entdao a seringa que
contém a solucdo € pressionada, para passar pela membrana de policarbonato com os poros
com o diametro desejado, no caso de 0,1 um, até ser totalmente transferida para a outra
seringa. Na sequéncia, a solugdo é transferida novamente para a primeira seringa. Esses dois
ultimos passos sdo repetidos no minimo 4 vezes, para que a solu¢do passe pela membrana 10
vezes. Quanto mais passagens pela membrana, mais homogénea se torna a solucgdo lipidica. A
ultima extrusdo deve preencher a segunda seringa, para reduzir a contaminagcdo com as
particulas maiores da filtracdo inicial. A seringa € removida e a solucdo extrusada é colocada
no recipiente de interesse. Durante o experimento, o preparo de vesiculas deve ser mantido

acima da temperatura de transi¢do do lipidio. Suspensdes de vesiculas unilamelares com baixa
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polidispersidade podem ser preparadas somente com membranas com poro menor ou igual a

0,2 um. Nesse trabalho foram utilizadas membranas com poros de 0,1 pm.
3.4 Medidas de Espectroscopia de Absor¢ao

As medidas realizadas em um espectrofotdmetro envolvem uma fonte de luz que emite
luz com diversos comprimentos de onda e um monocromador que seleciona e transmite a luz
em um comprimento de onda determinado. A luz monocromadtica atravessa, entdo, a amostra
contida em uma cubeta com caminho 6ptico [ e é absorvida pela amostra proporcionalmente a
concentracdo das espécies absorventes. A intensidade da luz transmitida ¢ medida por um

detector.

re

Figura 3.1: Espectrometro Ultrospec 2100 pro.

O equipamento utilizado para as medidas de espectroscopia de absor¢do é o
espectrometro Amersham Ultrospec 2100 pro (Figura 3.1), do laboratério de Fotobiofisica do
Departamento de Fisica e Matematica (DFM) da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto (FFCLRP) na Universidade de Sao Paulo (USP). Esse equipamento permite
medidas em intervalos de 190 a 900 nm de comprimentos de onda, com largura de banda de 3

nm, e intervalos de absorbancia de -3,000 a 3,000.

3.5 Medidas de Espectroscopia de Fluorescéncia

Esquematicamente um espectrofluorimetro, ilustrado na Figura 3.2, possui uma fonte de
luz que produz um espectro de energia amplo. O feixe produzido atinge o monocromador de

excitacdo, que transmite luz seletivamente em um intervalo estreito centrado em um
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comprimento de onda especifico. A luz transmitida passa através de fendas ajustaveis que
controlam a magnitude e a resolucdo limitando a luz transmitida. A luz filtrada passa na célula
da amostra originando emissdo fluorescente dos fluor6foros dentro da amostra. A luz emitida
entra no monocromador de emissdo, posicionado a um angulo de 90° do caminho da luz de
excitacdo para eliminar o sinal de fundo e minimizar ruidos devido a luz que ndo foi
absorvida. A luz emitida € entdo transmitida em um intervalo estreito centrado em um
comprimento de onda especifico e sai através de fendas ajustdveis, entrando, finalmente, no
tubo fotomultiplicador (sigla em inglés, PMT), onde o sinal € amplificado e € criada uma
voltagem proporcional a intensidade emitida. O PMT € a primeira fonte de ruido no processo

de contagem. A resolu¢do espectral e a razdo sinal ruido estdo diretamente relacionadas as

aberturas escolhidas das fendas.

Leitura Digital

‘F—u_____

Detector de Luz
Comprimentos de onda especificos do
composto

Comprimentos de onda
criados pelo composto, mais
luz espalhada

T

o Filtro de Emissédo
Lampada —
» — Célula da Cubeta ou
— da Amostra
—_— %
\ T Comprimentos de onda especificos da luz

Filtro de Excitacao
Varios comprimentos de onda da luz

Figura 3.2: Esquema de um equipamento para medida de espectroscopia de fluorescéncia, em formato
L.

O espectro de excitagdo € determinado pela medida da intensidade de emissdao em um
comprimento de onda fixo enquanto o comprimento de onda de excitagdo varia. O espectro de
emissao € determinado pela medida da variacdo do comprimento de onda de emissdo para um
comprimento de onda de excitagdo fixo.

Em geral, a intensidade de fluorescéncia diminui com o aumento da temperatura devido

ao aumento das colisdes moleculares que ocorrem com maior frequéncia em temperaturas
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maiores. A temperatura do compartimento da amostra no equipamento deve ser controlada
por um banho com 4gua circulante.

Para evitar o efeito de filtro interno nas medidas de fluorescéncia, foram utilizadas
cubetas com caminho 6ptico igual ou menor que 10 mm.

As medidas de fluorescéncia também foram realizadas no DFM, em um
espectrofluorimetro Hitachi F-7000 (Figura 3.3), com uma ldmpada de xendnio de 150 W

como fonte de luz varrendo o intervalo de comprimentos de onda de excitacdo e emissao de

200 a 750 nm.
| —— .__ r _-_#
: [

—

Figura 3.3: Espectrofluorimetro Hitachi F-7000.

Foram feitas medidas dos espectros de emissdo e de excitacdo da fluorescéncia e os
dados foram analisados para determinacao das posicdes dos maximos de emissao e excitagao,
bem como das variacdes na intensidade de fluorescéncia.

Medidas de anisotropia de fluorescéncia foram feitas no mesmo espectrofluorimetro
Hitachi F-7000 usando acessério com filmes polarizadores nos feixes de excitacdo e de
emissdo. As medidas de anisotropia de fluorescéncia no estado estaciondrio foram repetidas
de trés a cinco vezes para cada amostra, e o valor de anisotropia utilizado foi o da média +

desvio-padrao para o comprimento de onda de maxima emissao.

3.5.1 Tempo de Decaimento da Fluorescéncia

Para medidas com resolu¢do temporal, o laboratério possui um sistema baseado no
método de correlacdo temporal de fétons tnicos, em que a fonte de excitagdo € um laser
pulsado Tsunami 3950 (Spectra Physics) de titanio-safira (Ti:sapphire) bombeado por laser
de estado sélido Millenia Xs (Spectra Physics) (Figura 3.4).
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O laser de estado sélido tem uma saida com poténcia maxima de 10W no comprimento
de onda de 532 nm, verde. E bombeado por diodo F Char™. O meio de ganho € o Nd:YVOs,.
O cristal dobrador € de triborato de litio (LBO), com tecnologia QMAD.

A freqiiéncia dos pulsos gerados no Tsunami foi ajustada por um Pulse Picker 3986
(Spectra Physics). A saida do laser € dada entre 855 e 900 nm. O comprimento de onda pode
ser escolhido com o auxilio de geradores de harmodnicos, como o Flexible Harmonic
Generator (FHG) da Spectra Physics, que podem dobrar ou triplicar a frequéncia. O pulso de
excitacdo é direcionado para o espectrometro Edinburgh FL900 com configuracdo em
formato-L. O comprimento de onda de emissdo € selecionado por um monocromador e o0s
fotons emitidos sdo detectados por uma fotomultiplicadora refrigerada Hamamatsu C4878 e
sdo correlacionados temporalmente com os pulsos de excitagdo por meio de um conversor
tempo-amplitude. A largura a meia altura da funcdo de resposta do instrumento € tipicamente
0,2 a 0,5 ns. As medidas foram feitas com uma resoluc¢do temporal de 0,024 ns por canal. O
software F900 fornecido pela Edinburgh Instruments foi utilizado para andlise inicial dos
dados de decaimento. A inspecdo do ajuste dado pelo software foi feita pela observacido dos

gréficos dos residuos e do parAmetro estatistico y* (chi-square) reduzido.

Figura 3.4: Lasers Tsunami e Milennia utilizados nos experimentos de fluorescéncia com resolucio
temporal.

Para as medidas de anisotropia com resoluc¢io temporal foi utilizado um compensador
Babinet-Soleil BSC100 da Halbo Optics no feixe de excitagdo e um polarizador P920 da

Edinburgh Instruments de prisma Glan-Tompson no feixe de emissao.
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3.6 Medida de Tensao Superficial: Método da Gota Pendente

Para as medidas com o método da gota pendente, foi utilizado o Tensiometro OCA 20
(Optical Contact Angle Measuring Instrument), da DataPhysics, Alemanha (Figura 3.5),
pertencente ao Laboratério de Fisico-Quimica do Departamento de Quimica da FFCLRP-

USP, e a andlise foi feita com o Software SCA da DataPhysics.

Figura 3.5: Equipamento OCA-20 para medida de tenséo superficial pelo método da gota pendente
[70].

O equipamento calcula a tensao superficial de acordo com as seguintes etapas: obtencao
do perfil experimental da imagem da gota, binarizacdo da imagem, extracdo do perfil da
imagem da gota (Figura 3.6), cdlculo do fator de forma B, resolucdo da Equagdo de Laplace-
Young adimensional, cdlculo do raio de curvatura R;, otimizagao, e, finalmente, cdlculo da

tensdo superficial.

Figura 3.6: Exemplo de imagem da gota pendente que € utilizada pelo software para o célculo da
tensdo superficial da gota.
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As etapas sdo descritas a seguir.

A imagem da gota é capturada pela placa de aquisi¢do com uma resolucdo da CCD
(charge-coupled device) no modo CCIR de 768 X 576 pixel usando ferramentas de um
software comercial. O processamento da imagem pela placa de aquisi¢do PCI-frame grabber
€ de 132 Mbytes por segundo de transferéncia maxima de dados. A digitalizacdo € de até 50
imagens por segundo.

Entdo € feita a extracdo do contorno e a determinacdo do raio de curvatura no 4pice
necessario para o calculo da tensao superficial (Figura 3.7). A distorcdo da imagem nao
ultrapassa 0,05%. Um programa de detec¢do de borda é utilizado apds a digitalizacdo da
imagem da gota para obter o contorno. O contorno da gota € definido pelo ultimo pixel com
um nivel de cinza maior que o valor limiar. Para avaliar a tensdo superficial usando a Equagao
(2.5) € necessario conhecer o raio de curvatura no dpice da gota. O valor do raio € dado pela
distancia entre o dpice e o centro do didmetro como mostrado na Figura 3.7. Uma vez que a
detec¢do da borda foi realizada, o eixo de simetria € entdo determinado. Circulos de diferentes
raios sao sobrepostos ao nimero maximo de pontos em torno do eixo. O raio do circulo que se
superpde ao maximo de pontos € considerado igual ao raio de curvatura da gota no apice [61].
O equipamento utilizado mede tensdes superficiais e interfaciais no intervalo de 0,01 a (2000

+ 0,05 mN/m

Seringa

Gota

pendente
De R=a

R

A

Figura 3.7: Obtencao do raio de curvatura no apice da gota pendente. Fonte: [61].

Foram feitas medidas da cinética da gota em funcdo do tempo, pois o equilibrio

superficial dos mondmeros de miltefosina s era atingido em tempos maiores que 1 min.
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3.7 Medida de Tamanho de Particulas: Espalhamento Dindmico de Luz

Para as medidas de tamanho dos agregados de miltefosina, foi utilizado o método de
espalhamento dindmico de luz. O equipamento utilizado, um Zetasizer 3000 HS, da Malvern
Instruments, pertence ao laboratério de Fisico-Quimica do Departamento de Quimica da

FFCLRP-USP.

Lentes de . B
Focalizagio  Disperséo de
Laser a Particulas
- '\..
. b
g e
: Luz

: Espalhada

Optica de :
Coeréncia ——d :

Detector de
Fétons

Correlacionador

Figura 3.8: Diagrama esquemético de um equipamento de espalhamento dinamico de luz de 90°
convencional, cujo principio estd na Se¢do 2.3.

Antes das medidas a amostra foi filtrada em filtro Millipore com poro de 0,22 pm.
O objetivo dessas medidas era obter a distribui¢do do tamanho das particulas, no caso
agregados de miltefosina em solug¢do aquosa. A concentragdo de miltefosina utilizada para os

experimentos foi de 2 mM.
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados dos experimentos realizados, e a

andlise dos resultados obtidos com uma posterior discussao.

4.1 Agregacao da Miltefosina (MT)

A miltefosina (MT) € um detergente zwitterionico similar aos fosfolipidios
presentes nas membranas naturais. Sua molécula apresenta uma ‘“cabeca” zwitterionica,
composta por um grupo fosforil negativo e um grupo colina positivo, € uma cadeia
hidrocarbonica com 16 carbonos.

A MT também chamada de hexadecilfosfocolina, assim como a n-dodecil-
fosfocolina, ou DPC, pertence ao grupo das fosfocolinas de cadeia dnica, as quais
herdaram as caracteristicas vantajosas dos lipidios naturais, e espera-se que possuam a
funcionalidade do grupo fosfocolina (sigla em inglés, PC). O grupo PC € idéntico ao
dos fosfolipidios, mas a cadeia hidrocarbdnica tnica leva a formacdo de micelas ao
invés de bicamadas. Os surfactantes PC com cadeia tnica apresentam caracteristicas
vantajosas, como simulacdo da membrana celular na solubilizacdo de peptidios e
proteinas, atividade antifingica e antibacteriana [53], e atividade anti-leishmania
comprovada.

Na literatura, ha vérios dados disponiveis em relacdo a cmc da MT, obtidos por
métodos diversos e diferentes dos utilizados nesse trabalho. Os valores obtidos por
diferentes autores sdo dispares. Por tensdo superficial, usando o método do anel de Du
Nouy, o valor obtido para a cmc da MT em 4gua pura a 25°C foi de 12 uM [38]. Pelo
método da placa de Wilhelmy, o valor da cmc obtido foi de 10,3 uM, e esse valor era
constante no tampao acetato de s6dio 50 mM (pH 6,00) e em concentragdes de NaCl
entre 100 e 250 mM [71, 72]. Em graficos de pressdo superficial mdxima das
monocamadas de MT em fun¢do da sua concentracdo espalhada na monocamada de
Langmuir, o platé corresponde a satura¢do da superficie por monomeros de MT, e os

valores estimados para a cmc estdo entre 2 € 2,5 uM na presenca de 150 mM de NaCl
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na subfase e entre 2,5 e 3 uM na presenca de dgua destilada [12]. Os mondmeros de MT
sdo progressivamente inseridos nas monocamadas até a concentracio de 2 uM,
correspondendo a concentracao micelar critica (cmc) da MT [73]. Observou-se também
que a MT forma monocamadas de Langmuir estdveis que quase ndo sdo influenciadas
pelas condic¢des experimentais [74]. Pelos métodos de fluorescéncia de solubiliza¢do do
corante (fluorescence dye solubilization method), obteve-se um valor de 160 uM [75]
também em 4gua pura a 25°C. Utilizando a técnica da sonda fluorescente esse resultado

foi de 32 uM [76].

4.1.1 Medidas de Tensao Superficial

As medidas foram feitas a 25°C, em trés meios: em dgua Milli-Q, em tampao
fosfato 10 mM com pH 7.4, e em tampao com adi¢ao de 150 mM de NaCl.

Num primeiro momento, as medidas foram feitas formando a gota com a solucao
da MT em tampao, e eram feitas trés medidas em cada concentracdo, das quais era feita
uma média. Um problema observado foi devido a injecdo no sistema da solugdo ja
contendo a MT, pois pode haver perda devido a adsor¢do das moléculas de MT no
caminho percorrido pela solucdo até a ponta da agulha onde € formada a gota. Essa
perda faz com que a concentracdo real de MT na gota seja menor que a concentracao da
solucdo original, provocando um erro no cdlculo da cmc. Esse problema € importante,
principalmente porque a cmc da MT € muito pequena, da ordem de poucos
micromolares, havendo grande influéncia devido a pequenos erros de concentracao.
Para resolver esse problema, o procedimento foi alterado. A gota era formada por uma
solucdo de tampao apenas, € uma solugdo concentrada de MT era adicionada com uma

microsseringa na gota de tampao j4 formada, e como o software calcula o volume da

gota, é possivel calcular a nova concentragdo de MT na gota apds a diluicdo, a partir da

relacao
Cinicial‘/inicial = Cﬁnalvﬁnal (41)
sendo C, .., a concentracdo da solucdo concentrada de MT, V... o volume dessa

solucdo adicionado na gota, V

;0 volume da gota e C,,,a concentragdo de MT na

fina

gota, da qual se estd medindo a tensdo superficial.
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Também foi observado que os valores de tensao superficial medidos logo apds a
formacgao da gota iam diminuindo com o tempo, indicando que havia uma dindmica na
adsor¢do, ou seja, os mondmeros de MT ndo iam imediatamente para a interface da
gota, transcorrendo um tempo de poucos minutos para atingir o equilibrio. Por isso,
foram feitas, para cada concentra¢do, medidas da cinética da tensdo superficial, ou seja,
o valor da tensdao era medido ao longo do tempo em intervalos de menos de 2 s até
atingir o equilibrio, quando ndo variava mais em intervalos grandes de tempo. O tempo
para atingir o equilibrio era em torno de 5 min, isto €, 300 s.

A Figura 4.1 apresenta o gréafico das curvas da cinética da tensdo superficial da
gota em solugdo tampao, para algumas das concentragdes para as quais foram feitas as
medidas, que estdo no intervalo de 0 e 400 uM. As curvas apresentam os dltimos 300 s
medidos. Essas curvas foram feitas para todas as concentracdes de MT de interesse, € 0s
experimentos foram realizados com adi¢do de sal e em dgua Milli-Q.

Os valores de concentracdo das legendas dos gréficos estdo corrigidos para o
volume final da gota, quando o equilibrio € atingido, pois, como o volume da gota é
muito pequeno (da ordem de 10 uL), ele sofre variacdes dependendo da umidade
relativa do ar e da temperatura, ¢ como o valor de tensdo superficial é aquele
correspondente ao equilibrio, deve-se conhecer o valor da concentragdo nos ultimos

segundos de medida.

[MT] (ub)
= 0.0
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22.1

= 319
39.2

= 618
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Figura 4.1: Grifico da cinética da tensdo superficial da MT em diferentes concentragdes em
tampao fosfato (10 mM) pH 7,4 & T7=25°C.
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A partir dos graficos de cinética, € possivel encontrar o valor de tensao superficial
de equilibrio. Assim, para cada concentracio hd um valor de tensdo superficial
correspondente, e esses pontos compdem o grifico da Figura 4.2 para a solucdo em

tampao.

80
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T d T T T T T T T
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Concentra¢io de Miltefosina (ULM)

Figura 4.2: Grifico da tensdo superficial da gota em func¢do da concentragdo de MT na solucio
em tampao fosfato (10 mM) pH 7,4 a 7= 25°C, com os ajustes lineares da diminui¢io da tensdo
superficial e da tensdo superficial constante cuja intersec¢do resulta na cmc.

Observando os graficos de tensdo superficial em func@o da concentracdo de MT,
pode-se observar que para concentracdes muito baixas o valor da tensdo superficial é
aproximadamente constante e préximo ao valor obtido para o tampao puro, que, por sua
vez, é proximo ao da dgua, o qual, em 25°C € de aproximadamente 72 mN/m. Para uma
determinada concentragdo de MT, a tens@o superficial comeca a diminuir devido a
adsor¢ao dos mondmeros de MT na superficie da gota. Essa diminuicdo da tensao
superficial ocorre até que a superficie se sature de mondmeros, ou seja, quando os
mondmeros ndo adsorvem mais na superficie da gota, ndo alterando a tensdo superficial.
Isso se dd quando se inicia a formagao agregados micelares no interior da gota. Assim,
para determinar a cmc, basta obter o ponto em que a tensdo superficial se torna
aproximadamente costante, ou, de forma mais rigorosa, o ponto de interseccao das retas
de ajuste linear que ajustam os pontos de diminui¢do da tensdo superficial e os pontos

de tensao superficial constante.
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Figura 4.3: Gréfico da tensdo superficial da gota em func¢do da concentracdo de milefosina na
solucdo, em escala logaritmica, com destaque para o valor da cmc da MT nos diferentes meios.

O gréfico da Figura 4.3 mostra as curvas de tensdo superficial em funcdo da
concentracdo de MT em escala logaritmica para os diferentes meios, para uma melhor
comparacdo. As linhas pontilhadas indicam o valor da cmc nos trés meios. O valor
obtido para a cmc da MT utilizando esse método de medida de tensao superficial € de
aproximadamente 60 uM em é4gua Milli-Q, 50 uM em tampao fosfato 10 mM (pH 7.4)
e 35 uM em tampao com adi¢do de 150 mM de NaCl.

A cmc de surfactantes iOnicos diminui com a adi¢do de eletrdlitos inertes na
solucdo. O aumento na forga idnica devido a adi¢do de eletrdlitos aumenta a interagao
hidrofébica entre as moléculas de surfactante e induz a formagdo de micelas a menores
concentracdes que na dgua [48]. Esse fendmeno podde ser observado nos experimentos
com adi¢ao de NaCl em concentracdo de 150 mM. A adi¢do do sal pode diminuir a
solubilidade da MT, implicando numa maior tendéncia a formagao de micelas, e, por
isso, diminuindo a cmc. A diferenga entre as curvas para a d4gua Milli-Q e para o tampao
ocorre pelo mesmo motivo, ja que o tampao contém uma concentragdo de 10 mM de

sais, 0s quais sao ausentes em agua Milli-Q.
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4.1.2 Tamanho dos Agregados em Solucio Aquosa

Adicionalmente, foram feitas medidas de espalhamento dindmico de luz, com o
objetivo de determinar o tamanho dos agregados de MT formados, para que, a partir dos
resultados, fosse possivel analisar o tipo de agregado que estaria sendo formado.

Foram obtidos gréficos das distribui¢des de tamanhos do diametro das particulas,
as quais foram calculadas a partir de mais de um método entre os disponiveis no
software do equipamento.

Foi utilizada uma solu¢dao de MT com concentragdo de 2 mM em tampao fosfato.

Primeiramente, a solu¢do foi preparada por dilui¢do do estoque de MT preparado
em etanol, resultando em uma distribuicdo de tamanhos acima de 500 nm, como pode

ser observado no grafico da Figura 4.4.
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Figura 4.4: Distribuicdo de tamanhos da solu¢do aquosa de MT obtida por medida de
espalhamento dindmico de luz com etanol do estoque, calculada pelo método automdtico do
software.

A solucdo foi entdo filtrada com um filtro MILLEX com poro de 0,22 um,
eliminando assim impurezas com tamanho superior a 220 nm. Para essa medida foi

obtido o grifico da Figura 4.5, com uma distribui¢do de tamanhos entre 5 e 10 nm.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 84

60 -

40

20 1

5 10 50 100 500 5000
Diametro (nm)

Figura 4.5: Distribui¢do de tamanhos da soluc¢éo aquosa de MT obtida por medida de
espalhamento dindmico de luz com etanol do estoque, apds filtragem com poros de 220 nm,
calculada pelo método automadtico do software.

Como foi adicionada uma quantidade relativamente grande de etanol na solucao
tampao (20% v/v), que, por ser um solvente polar no qual a MT € soluvel, interfere na
agregacao, foi preparada uma solucdo de MT a partir de um filme no qual o etanol foi
seco com um fluxo de nitrogénio. O grifico dos agregados de MT formados em meio
aquoso na concentracdo de 2 mM (Figura 4.6) apresenta uma distribui¢do mais intensa

em 100 nm, uma segunda intermedidria em 20 nm e a terceira em torno de 5 nm.
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Figura 4.6: Grifico da distribui¢do dos didmetros dos agregados obtida para a solug@o aquosa
de MT 2 mM preparada a partir de um filme de MT, ou seja, sem a presenca de etanol, apds
filtragem da solucdo com poros de 220 nm, calculada pelo método automadtico do software.

Observando as distribuicdes da Figura 4.6, observa-se que a maioria dos
agregados tem um didmetro em torno de 100 nm, mas também foram encontrados
didmetros em torno de 5 e de 20 nm. Isso pode sugerir que, para a concentracdao
utilizada nos experimentos, de 2 mM, a qual estd bem acima da cmc da MT (da ordem
de dezenas de micromolar) hd formagdao de agregados nao esféricos, com tamanhos
diferentes nas trés dimensodes, sendo a maior dimensio da ordem de 100 nm, a menor de
5 nm e a terceira de 20 nm.

Utilizando férmulas empiricas [77] para o cdlculo do comprimento da cadeia
hidrocarbOnica de acordo com o numero de carbonos nc, a molécula da MT teria um

comprimento / dado por:

[ =150+1,26n, A = [ = 2,17 nm 4.2)

Assumindo um agregado esférico, o didmetro seria dado pelo dobro do valor de [

que ¢é igual a 4,34 nm. Esse valor corresponde ao menor tamanho obtido nas
distribuicdes de tamanho obtidas por medidas de espalhamento dinamico de luz com a
solugdo aquosa de MT em concentracdo com duas ordens de grandeza acima da sua
cmc, o que nos leva a concluir que o agregado nao é esférico, e que sua menor dimensao

equivale ao dobro do comprimento das cadeias hidrocarbonicas da MT.
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4.2 Espectroscopia da Sonda Ahba com Adicao de MT

Nessa secdo apresentamos os resultados do monitoramento das caracteristicas
espectroscOpicas de absor¢cdo e de fluorescéncia, tanto estdtica quanto resolvida no
tempo, da sonda Ahba em solu¢do com MT, a fim de observar as mudangas provocadas

nessas propriedades pela interacdo da MT com a sonda fluorescente.
4.2.1 Absorcao

Na Figura 4.7 mostramos espectros de absor¢do da sonda Ahba na concentracao
de 20 uM em tampao fosfato 10 mM, pH 7.4, contendo MT em diferentes
concentracdes a 36°C. A menos de efeitos devido a aumento de espalhamento, visiveis
principalmente em comprimentos de onda menores, nao se notam grandes alteragdes nas
bandas de absorcdo da sonda fluorescente, cuja banda mais proxima do visivel estd
centrada em 335 nm, valor que concorda com obtido anteriormente [46]. A
caracteristica hidrofébica da cadeia alifdtica da sonda Ahba resulta em uma solubilidade
em 4gua muito baixa, e o deslocamento da posi¢do da banda de absorcdo € atribuido a

formagdo de agregados, ja que em etanol esse maximo € observado em 316 nm.
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Figura 4.7: Espectro de absor¢@o da sonda fluorescente Ahba 20 uM em tampao fosfato 10 mM
pH 7,4 2 36°C com acréscimo de MT.
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4.2.2 Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia obtidos sao da sonda Ahba em meio aquoso, a qual
tem sinal fraco na auséncia de MT devido a auto-supressdo que ocorre nos agregados de
Ahba. Os mondomeros de MT adicionados vao para esses agregados, formando
agregados mistos, o que provoca o crescimento do sinal de fluorescéncia do Ahba
(Figura 4.9). Acima de 30 uM se formam agregados de MT, e a sonda Ahba se dissolve
nesses novos agregados, o que provoca o deslocamento evidente do comprimento do

méaximo de fluorescéncia (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Espectros de fluorescéncia da sonda Ahba com adi¢do de MT, em tampao fosfato
10 mM pH 7,4 com adicao de 150 mM de NaCl a 25°C.
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Figura 4.9: Picos de intensidade de fluorescéncia da sonda Ahba com adicdo de MT, em
tampao fosfato 10 mM pH 7,4 com adi¢do de 150 mM de NaCl a 25°C para os comprimentos de
onda de 398 nm e 410 nm.

4.2.3 Anisotropia de Fluorescéncia de Estado Estacionario

A determinacdo fluorimétrica da cmc € baseada em variagdes no formato das
propriedades fotofisicas de uma molécula que interage com o agregado de surfactante
[53].

O estoque de Ahba foi preparado em etanol, assim como o de MT. Como seria
adicionada uma quantidade muito grande de etanol para obter altas concentracdes de
MT em solucdo, o que poderia interferir nas interagdes e, consequentemente, nos
resultados, foram preparados filmes de Ahba com a quantidade de MT para obter a
concentracdo em solucdo requerida, a partir da secagem do etanol utilizando um
agitador de tubos e um fluxo de nitrogénio e posterior secagem em uma bomba de
vdacuo por cinco horas.

Para a constru¢do do grafico de anisotropia em funcdo da concentracdo de MT
(Figura 4.10) foram utilizados os valores da anisotropia em 400 nm, que é um
comprimento de onda proximo ao maximo de emissdo do fluor6foro (395 nm). A

excitacdo foi feita em 340 nm. As medidas para cada concentracdio de MT foram
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repetidas cinco vezes, € os pontos observados no grafico representam a média dessas

medidas com seu respectivo desvio-padrao.
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Figura 4.10: Grafico da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba (20 uM) em tampao
fosfato (10 mM) pH 7,4 a 25°C em funcdo da concentragdo de MT na solucdo. Excitacdo = 340
nm, Emissdo = 400 nm. Média de 5 medidas.
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Figura 4.11: Esquema de agregacdo dos mondmeros de Ahba (em cor clara) e MT (em cor
escura) em uma solucio de Ahba com acréscimo de MT em meio aquoso.

O perfil do grafico da Figura 4.10 pode ser interpretado como segue. No inicio das
medidas, ndo ha MT, e a anisotropia medida corresponde a anisotropia dos agregados de
Ahba presentes no meio. Isso porque considera-se que a sonda Ahba agrega em meio
aquoso mesmo em concentracoes muito baixas [46]. Ao acrescentar pequenas
concentracdes de MT, abaixo da cmc, os mondmeros vao para os agregados de Ahba, ja
que a MT é uma molécula anfifilica e sua cauda hidrofébica tem afinidade por
agregados em solugdo aquosa a fim de evitar o contato com a dgua (Figura 4.11). Com

1sso0, os agregados de Ahba com mondmeros de MT vao aumentando de tamanho, o que
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provoca uma diminuicdo na sua mobilidade e um consequente aumento da anisotropia
de fluorescéncia. Quando é acrescida uma concentragdo de MT em torno do valor da
cmc, comecam a se formar agregados de MT, e os monOmeros que iriam para os
agregados de Ahba comecam a formar as micelas de MT, diminuindo novamente o
tamanho dos agregados de Ahba, e, consequentemente, diminuindo a anisotropia de
fluorescéncia. A partir de uma determinada concentracdo, hd um equilibrio dinamico
entre os momomeros de MT em soluciao, os mondmeros de MT nos agregados de Ahba,
e as micelas de MT, tornando o valor da anisotropia aproximadamente constante.
Assim, observando o pico do grafico na Figura 4.10, pode-se concluir que o valor da
cmc da MT obtido por esse método, € de aproximadamente 50 uM.

Esse resultado € importante, pois, em tampao, os valores de cmc obtidos, tanto
utilizando o método de medida da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba em
presenca de MT quanto o método de medida da tensdo superficial da gota com adic¢ao
de MT, sdo iguais, indicando que esse deve ser o valor real da cmc da MT.

Foram feitas medidas de anisotropia em tampao fosfato contendo 150 mM de
NaCl (Figura 4.12). Os dados indicam a ocorréncia de alteragdes em concentracoes
proximas de 20 uM, seguindo a mesma tendéncia de diminui¢do da cmc devido a adi¢do

de sal, o valor encontrado a partir do método da gota pendente € de 35 uM.
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Figura 4.12: Grifico da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba em fung@o da concentragéo
de MT na solucdo de tampao fosfato (10 mM) pH 7,4 com adi¢do de 150mM de NaCl a 25°C.
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4.2.4 Efeitos de Temperatura

Os experimentos de espectrosocpia de fluorescéncia foram realizados também
em 36°C, para avaliar o efeito da temperatura nas interacdes da MT com a sonda Ahba

em meio aquoso.
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Figura 4.13: Espectros de fluorescéncia da sonda Ahba com adi¢do de MT em tampao fosfato
10 mM pH 7,4 a 36°C.
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Figura 4.14: M4ximo da intensidade de fluorescéncia em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 36°C
em funcdo da concentracdo de MT.
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Figura 4.15: Gréfico da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba em fun¢@o da concentragdo
de MT na solucdo de tampao fosfato 10mM pH 7,4 a 36°C.

Observando os espectros da Figura 4.13 e o grafico da Figura 4.14, aparentemente
hd uma diminuicdo da quantidade de agregados da sonda Ahba, pois o sinal de
fluorescéncia € intenso mesmo para baixas concentracdes de MT. J4 a anisotropia de
fluorescéncia, observada em fun¢do da adi¢cdo de mitlefosina na Figura 4.15, € alta, e
praticamente ndo varia com o aumento da concentracdo de MT, indicando que possa
haver uma menor influéncia da auto-supressdo. Pode-se concluir, a partir desses dados,
que a sonda fluorescente Ahba, devido ao efeito de auto-supressdo, nao € um bom

indicador da cmc da MT.

4.2.5 Ahba e Interacio da MT com Sistemas com Vesiculas

Foram feitas medidas da absorbancia da sonda Ahba em solu¢do com vesiculas.
As medidas de absor¢do sao influenciadas pelo espalhamento da luz, principalmente em
comprimentos de onda menores e para particulas espalhadoras maiores, que € o caso das
vesiculas de fosfolipidios, as quais foram preparadas com didmetros de 100 nm. Na
Figura 4.16, estad apresentado o espectro de absor¢dao normalizado, e, para comparagao,

foi feito o espectro de excitacdo normalizado da sonda Ahba, com emissdo em 400 nm,
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o0 maximo de emissio da sonda. Pode-se observar o efeito de aumento da absorbancia

em menores comprimentos de onda.
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Figura 4.16: Espectros de absorcao e de excitacao da sonda fluorescente Ahba 20 uM em
solucdo com vesiculas de DPPC (1 mM) a 50°C, normalizados.

Espectros e Anisotropia Estatica

Para avaliar os efeitos da MT sobre membranas modelo, realizamos experimentos
em que examinamos as alteracdes nas propriedades fluorescentes da sonda lipofilica
Ahba incorporada em vesiculas de fosfolipidios (DMPC ou DPPC), com o acréscimo de
MT.

Os espectros de fluorescéncia da sonda, com excitacdo em 330 nm, ndo registram
mudancas na forma da banda nem na posicao espectral do maximo de emissao (Figura

4.17 e Figura 4.18)
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Figura 4.17: Espectros de fluorescéncia da sonda Ahba (20 uM) em solugdo tampao fosfato (10
mM) pH 7,4 contendo vesiculas de DMPC (1 mM), com acréscimo de aliquotas de miltefosina
em temperatura de 36° C.
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Figura 4.18: Espectros de fluorescéncia da sonda Ahba (20 pM) em solugdo tampao fosfato (10
mM) pH 7,4 contendo vesiculas de DPPC (1 mM), com acréscimo de aliquotas de miltefosina
em temperatura de 50° C.

Observamos também que a intensidade de emissdo do Ahba registra ligeiro

aumento, da ordem de 10%, com o acréscimo da MT (Figura 4.19).
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Figura 4.19: Grafico da razdo das intensidades de fluorescéncia da sonda Ahba (20 uM) com
acréscimo de aliquotas de MT em relacdo a auséncia de MT em solugd@o contendo vesiculas de
DMPC e DPPC (1 mM) em temperaturas de 36°C e 50°C, respectivamente.

Outro parametro experimental que monitoramos foi a anisotropia da
fluorescéncia do Ahba incorporado em vesiculas de fosfolipidios, com o acréscimo de
diferentes aliquotas de MT. Como se observa na Figura 4.20, a anisotropia da sonda é
ligeiramente maior em vesiculas de DMPC comparado com os valores em vesiculas de
DPPC. Todavia, devemos levar em conta que os experimentos com DMPC foram feitos
a 36°C, enquanto as medidas com DPPC foram feitas a 50°C. Assim, € de se esperar
valores de anisotropia menores no segundo caso, refletindo o menor ordenamento da
bicamada em maiores temperaturas. Da mesma forma que nos espectros, os efeitos do

acréscimo de MT até 50 uM nao interferem na anisotropia da sonda (Figura 4.20).
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Figura 4.20: Gréafico da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba (20 uM) em funcdo da
concentracdo de MT em solucdo contendo vesiculas de DMPC e DPPC (1 mM) em
temperaturas de 36°C e 50°C, respectivamente.

Fluorescéncia e Anisotropia com Resolu¢ao Temporal

Foram obtidos experimentalmente perfis de decaimento da sonda Ahba em meio
contendo vesiculas de DPPC, com o acréscimo de diferentes concentracdes de MT
(Figura 4.21). Pela forma dos decaimentos, aparentemente nao ha efeitos aprecidveis
sobre o tempo de vida do estado excitado da sonda inserida na membrana devido ao
acréscimo de MT. Foram feitos ajustes dos perfis experimentais de decaimento da
fluorescéncia a curvas de decaimento exponencial, usando métodos de ajuste por
minimos quadrados, como ilustrado na Figura 4.22. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 4.1 e mostram que, de fato, o acréscimo da MT ndo produz mudancas

aprecidveis nos processos de desexcitacido da sonda.
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Figura 4.21: Decaimento da fluorescéncia da sonda Ahba (20 pM) em solugdao contendo
vesiculas de DPPC (1 mM) em temperatura de 50°C com acréscimo de aliquotas de MT.
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Figura 4.22: Ajuste exponencial do decaimento da fluorescéncia da sonda Ahba (20 uM)
solucdo contendo vesiculas de DPPC (1 mM) em temperatura de 50°C com acréscimo de 10 uM
de MT.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 98

Tabela 4.1: Tempos de vida 7 obtidos a partir do ajuste mono-exponencial do decaimento da
sonda Ahba (20uM) em tampdo fosfato (10 mM) pH 7,4, contendo vesiculas de DPPC (1 mM),
com o acréscimo de MT em temperatura de 50°C. Os ajustes foram obtidos no software
fornecido pela Edinburgh Instruments.

[MT] (uM) 7 (ns) .
0 834+ 0,01% 1,498
10 8,41 + 0,02 1,192
20 8,49 + 0,02 1311
30 8,46 + 0,02 1,186
40 8,49 + 0,02 1,247
50 8,49 + 0,02 1,249

*melhor ajuste obtido com curva bi-exponencial, com um tempo curto de 1,47+0,04 ns,
responsavel por 4% da fluorescéncia.

Obtivemos também os perfis de decaimento da anisotropia do Ahba em vesiculas
de DPPC, tanto sem MT como com o acréscimo da droga na concentracdo de 50 uM. A
Figura 4.23 e a Figura 4.24 mostram o decaimento da anisotropia, juntamente com as
curvas ajustadas a um processo mono-exponencial, e o grafico de residuos, que ilustra a
boa qualidade do ajuste. Como os outros parametros analisados no trabalho, o
decaimento da anisotropia do Ahba mostra pouca variagdo com o acréscimo da MT,
sendo o tempo de correlagdo rotacional obtido a partir dos ajustes igual a 1,27 ns nas
vesiculas puras, e igual a 1,14 ns nas vesiculas com 50 uM de MT. Também as
anisotropias iniciais (0,226 no primeiro caso e 0,239 na presenca de MT) e as
anisotropias limites (-0,007 sem MT e 0,007 com MT) sdo relativamente semelhantes.
Quando a anisotropia para tempos muito grandes nao tende a zero, indica a rigidez da
vesicula. Quando a temperatura é maior, a vesicula € mais fluida, e a anisotropia tende a
zero, como foi observado nesses experimentos, ja que foram realizados em temperaturas
acima da temperatura de transi¢cdo de fase dos lipidios utilizados na preparacdo das

vesiculas.
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Figura 4.23: Decaimento da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba (20 uM) em solucdo
contendo vesiculas de DPPC (1 mM) em temperatura de 50°C, ajuste da curva e residuos.
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Figura 4.24: Decaimento da anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba (20uM) em solugéo
contendo vesiculas de DPPC (1 mM) em temperatura de 50°C com acréscimo de 50 uM de MT,

ajuste da curva e residuos.

Do conjunto de dados apresentados acima, verificamos que a sonda Ahba, muito

util para estudos da cmc da MT, ndo monitora possiveis mudancas nas bicamadas

lipidicas devido a incorporagdo da droga. O grupo fluorescente da sonda Ahba localiza-

se na regido das cabecas polares das vesiculas. Assim, podemos concluir que as
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modificagdes introduzidas pela MT na bicamada, ndo devem interferir

significativamente naquela regido da interface entre as vesiculas e 0 meio aquoso.

4.3 Agregaciao do Analogo Fluorescente MT-BODIPY

Com o andlogo fluorescente, foram realizados experimentos de medida de
parametros fluorescentes como posicao da banda e intensidade de emissao, intensidade
de emissao, tempo de vida de estado excitado e anisotropia da fluorescéncia, tanto em
estado estaciondrio como resolvida no tempo. As medidas foram realizadas em diversas
condicoes.

a) em tampao aquoso, para estudos sobre agregacdo dos compostos e
determinacdo da cmc da MT-BODIPY. Os resultados serdo comparados com aqueles
obtidos usando a MT, para verificar se a inclusdo do grupo fluorescente altera
propriedades fisico-quimicas do farmaco;

b) em presenca de agregados anfifilicos (vesiculas de fosfolipidios) para estudos
sobre interacdo entre o derivado de MT e os agregados, pois € importante estudar a
solubilidade em presenca de sistemas microheterogéneos, ou seja, em um ambiente que

mimetiza 0 meio em que a droga exerce acao bioldgica.

4.3.1 Espectros de Absorcao

Etanol

Foram feitas medidas de absor¢do do andlogo MT-BODIPY em etanol, onde o
andlogo € soluvel, e em tampao, a fim de observar as propriedades de agregacdo do

andlogo em meio aquoso.
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Figura 4.25: Espectros
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Figura 4.26: Méaximo dos valores de absorbancia do andlogo MT-BODIPY em 502 e 529 nm

em funcdo da concentragdo em etanol a 25°C.
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Figura 4.27: Razdo entre os valores de absorbancia do andlogo MT-BODIPY em 502 e 529 nm
em funcdo da concentracdo em etanol a 25°C.

Em etanol, observa-se a banda tipica de absor¢do do andlogo MT-BODIPY, com
pico em 529 nm, e um ombro em 502 nm (Figura 4.25). A absorbancia dos dois picos
cresce linearmente com a concentracao de MT-BODIPY (Figura 4.26) e a razdo entre as
intensidades dos dois picos varia muito pouco, a menos da dltima medida, mantendo-se

na faixa de 0,41 a 0,45 (Figura 4.27).
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Figura 4.28: Espectros de absorcio do andlogo MT-BODIPY com aumento da concentragdo
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Figura 4.29: Méaximo dos valores de absorbancia do andlogo MT-BODIPY em 502 e 529 nm

em funcdo da concentracdo em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.
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Figura 4.30: Razdo entre os valores de absorbancia do andlogo MT-BODIPY em 502 e 529 nm
em funcdo da concentracdo em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.

Em tampao em baixa concentracdo de MT-BODIPY observam-se picos em 502 e
529 nm, sendo que em 10 uM do composto os valores de absorbancia sdo comparaveis
(Figura 4.28), diferentemente do que foi verificado em etanol, onde havia apenas um
ombro em 502 nm. A medida que a concentracio de MT-BODIPY cresce, o pico em
502 nm tem aumento mais pronunciado que o pico em 529 nm, de maneira que a razao
entre as intensidades dos dois picos fica maior que 1,0 em concentragdes acima de 15
uM (Figura 4.30). Isso ocorre porque o andlogo MT-BODIPY tende a formar agregados
com o aumento de concentragdo, e isso se reflete nas bandas de absorcdo, com um

aumento relativo maior na banda em 502 nm, comparado a banda em 529 nm (Figura

4.29).
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Figura 4.31: Razdo entre os valores de absorbancia do andlogo MT-BODIPY em 502 e 529 nm
em funcdo da concentracio, em tampdo fosfato 10 mM pH 7,4 e em etanol, a 25°C.

A Figura 4.31 mostra que a razao entre os picos em tampao € maior que 1,0 ja em
10 uM de MT-BODIPY, e esse valor € bem maior que o de 0,4 em etanol, indicando
que a partir dessa concentracdo ja ha formacdo de agregados em meio aquoso. A cmc
obtida para a MT em tampao é de 50 uM, entdo o andlogo fluorescente apresenta
propriedades de agregacdo diferentes, com um valor menor de cmc, provavelmente
devido ao grupo BODIPY ligado a cauda hidrofébica da MT, aumentando sua
hidrofobicidade.

Os espectros mostram duas caracteristicas importantes: enquanto em etanol o
composto estd na forma monomérica, em meio aquoso ele apresenta-se na forma de
agregados, caracterizado pelo fato que o pico em comprimento de onda menor tem
intensidade maior que aquele de comprimento de onda maior [78]. Além disso, o
grafico da razdo entre os picos em funcdo da concentracdo indica que a cmc da MT-

BODIPY esta proximo de 10 uM (Figura 4.31).
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4.3.2 Espectros de Fluorescéncia

Etanol

O composto MT-BODIPY ¢ soldvel em etanol e o espectro de fluorescéncia é
representativo de sua forma monomérica. O grupo BODIPY tem deslocamento de
Stokes muito pequeno, com maximo de absor¢do em 529 nm e médximo de emissdo
perto de 540 nm, e, assim, examinamos a possibilidade de analisar a fluorescéncia com
excitacdo em diferentes comprimentos de onda (Figura 4.32). Isso é importante, tanto
para minimizar efeitos de filtro interno devido a intensa absor¢ao préxima da emissao,
que pode alterar a forma da curva de emissdao fluorescente em concentracdes mais
elevadas do composto, como para avaliar a possibilidade de usar comprimentos de onda
fora do maximo de absor¢do nos experimentos com resolugdo temporal. Vemos (Figura
4.32) que a excitacdo na faixa entre 320 e 340 nm (inicio da banda de absor¢ao centrada
em 382 nm, ver Figura 4.25) e na regido entre 420 ¢ 510 nm (inicio da banda intensa
que tem maximo em 529 nm) produz espectros de emissdo semelhantes, com maximo

em 542 nm, que diferem entre si na intensidade, a qual é proporcional a absorbancia.
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Figura 4.32: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY 10 uM em etanol a 25°C
para diferentes comprimentos de onda de excitacao.
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Com excitagdo em 330 nm, que ¢ um comprimento de onda que pode ser
sintonizado no espectrofluorimetro com resolucao temporal, obtivemos espectros de
emissdo fluorescente em diversas concentragdes de MT-BODIPY (Figura 4.33).
Observamos mudancas na forma da curva, que pode ser devido ao fato de que o
aumento da concentracdo do composto implica em um aumento da absorbancia na
banda centrada em 529 nm e que se estende até 550 nm. Esse crescimento na banda de
absor¢do afeta mais fortemente a emissdo em 542 nm que aquela em comprimentos de
onda maiores, o que pode levar ao crescimento linear da intensidade da banda em 550
nm, mostrada na Figura 4.34, enquanto a intensidade da banda em 542 nm deixa de

crescer em concentragdes de MT-BODIPY acima de 30 pM.
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Figura 4.33: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com excitacdo em 330 nm
com aumento da concentracao em etanol a 25°C.
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Figura 4.34: Maximo das intensidades de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em 542 e 551
nm em funcio da concentracio em etanol a 25°C.

Tampao

Como nos experimentos em etanol, analisamos a fluorescéncia com excitagdo em
diferentes comprimentos de onda. Vemos (Figura 4.35) que a excitacdo do MT-
BODIPY na concentracdo 10 uM em tampao pH 7,4, na faixa entre 320 e 340 nm
(inicio da banda de absorcao centrada em 380 nm, Figura 4.28) e na regido entre 420 e
510 nm (inicio da banda intensa que tem maximo em 529 nm) produz espectros de
emissao semelhantes, com maximo préximo a 540 nm e que diferem entre si na

intensidade, que é proporcional a absorbancia.
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Figura 4.35: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY 10 pM em tampao fosfato 10
mM pH 7,4 a 25°C para diferentes comprimentos de onda de excitagao.
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Figura 4.36: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com excitacdo em 510 nm
com aumento da concentragdo em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.

A variac@o nas intensidades dos dois picos em func¢do da concentracdo de MT-
BODIPY (Figura 4.37 e Figura 4.38), e o surgimento da banda em 566 nm indicam que
o processo de agregacdao do composto tem inicio em concentragdes tao baixas como 10

uM embora nas condi¢des experimentais que utilizamos ndo se possa descartar um
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componente importante que € o efeito de filtro interno, que se acentua com o aumento

de concentragdo e se superpde as alteracdes espectrais induzidas pela agregacao.
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Figura 4.37: Maximo das intensidades de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em 537 e 566
nm em funcao da concentracdo em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.
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Figura 4.38: Razdo entre os valores de intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY
em 537 e 566 nm em funcdo da concentracdo em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.

Em meio aquoso, o andlogo fluorescente MT-BODIPY tende a formar agregados

com o aumento de concentragdo, e isso se reflete nas bandas de absorcdo, com um
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aumento relativo maior na banda em 502 nm, comparado a banda em 530 nm (Figura
4.28). A emissdo fluorescente do composto em meio aquoso difere daquela em etanol,
com o surgimento de uma banda centrada em 566 nm com o crescimento da
concentracdo, além da banda centrada em 537 nm (Figura 4.39). A razdo entre as
intensidades das bandas de comprimento curto (542 nm em etanol e 537 nm em tampao)
e as intensidades das bandas de comprimento longo (551 nm em etanol e 566 nm em
tampao) também depende do meio, sendo mais elevada em tampao que em etanol para

concentracdes de até 60 uM de MT-BODIPY.
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Figura 4.39: Razdo entre os valores de intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY
em 537 e 566 nm em funcdo da concentracdo em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.

4.3.3 Anisotropia de Fluorescéncia em Estado Estacionario

A dependéncia entre a anisotropia da fluorescéncia em estado estaciondrio e a
concentracdo de MT-BODIPY foi examinada tanto em etanol como em solu¢do tampao.
Os resultados mostram que em etanol (Figura 4.40) a anisotropia do composto é bem
proxima de zero, indicando que os processos de despolarizacdo sdo tipicos de um

fluor6foro com grande mobilidade. Por outro lado, em tampao (Figura 4.41) os valores
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de anisotropia sdo significativamente maiores (entre 0,010 e 0,015), mesmo nas
menores concentracoes de MT-BODIPY. Os resultados concordam com os obtidos a
partir dos espectros de absor¢@o e de emissao, mostrando que em etanol o composto esté

na forma monomérica e que forma agregados em meio aquoso.
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Figura 4.40: Grafico da anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em funcio da
concentracdo em etanol a 25°C.
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Figura 4.41: Grifico da anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em fung¢éo da
concentracido em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.
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4.3.4 Decaimento da Fluorescéncia e da Anisotropia

Experimentos com resolu¢do temporal permitiram a obtencdo dos perfis de
decaimento da intensidade de fluorescéncia da MT marcada. As medidas com o
composto na concentragdo de 10 uM estdo ilustradas na Figura 4.42 e na Figura 4.43 em

etanol e em tampao fosfato, pH 7,4, respectivamente.
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Figura 4.42: Decaimento da intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em
concentracdo de 10 uM em etanol a 25°C com emissdo em 537 nm.
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Figura 4.43: Decaimento da intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em
concentragdo de 10 uM em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C, e resposta do instrumento em
505 e 510 nm.
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Os decaimentos foram ajustados por curvas multi-exponenciais, sendo que o
melhor ajuste correspondeu a processos bi-exponenciais (Tabela 4.2). Todavia, é
importante notar que a contribuicio de tempos curtos foi muito pequena,
correspondendo a 0,3% da emissdo total para a amostra em etanol e a 2,2% em meio
aquoso, de modo que o decaimento € praticamente mono-exponencial. Os tempos de
vida da componente principal sdo um pouco maiores em etanol (7,18 ns, contra 6,64 ns

em tampao), meio no qual o rendimento quantico da fluorescéncia € mais elevado.

Tabela 4.2: Resultados do ajuste de decaimento da intensidade de fluorescéncia: tempos de
vida (1), fatores pré-exponenciais (/;) e contribui¢do percentual da componente de tempo longo
(%) para o decaimento de MT-BODIPY em etanol e em tampao fosfato (10nM) pH 7,4 em
temperatura de 25°C, excitagdo em 330 nm e 505 nm, respectivamente, e emissdo em 537 nm.
Os ajustes foram obtidos no software fornecido pela Edinburgh Instruments.

Meio 71 (ns) 7, (ns) I I % 1)

Etanol 718001  043+008  0,148+0,002  0007=0,001 99,7
Tampio  664+001 173013  0127£0001  0011£0001 978

Nos experimentos com excitacdo e emissdo polarizadas, foram obtidos os
decaimentos em diferentes combinacdes de orienta¢do dos polarizadores (Figura 4.44).
Utilizando esses decaimentos, foi calculada a anisotropia com resolu¢do temporal,
obtendo-se o perfil de decaimento da anisotropia, como ilustrado na Figura 4.45, que
mostra também o grafico do ajuste da curva monoexponencial. Os dados resultantes do
ajuste do decaimento da anisotropia para a MT marcada em solucdo tampao estdao

apresentados na Tabela 4.3.
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Figura 4.44: Decaimento da intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em
concentracdo de 10 uM em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 & 25°C, para as diferentes
combinacdes dos polarizadores de excitacdo e emissao.
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Figura 4.45: Decaimento da anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em
concentracdo de 10 uM em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 25°C.
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Tabela 4.3: Resultados do ajuste de decaimento da anisotropia de fluorescéncia: tempos de
correlacdo rotacional (6), anisotropia de tempo zero (Ap) e anisotropia em tempo infinito (A.,) do
andlogo MT-BODIPY em tampao fosfato pH 7,4 em temperatura de 25°C, excitagdo em 330
nm e 505 nm, respectivamente, e emissao 537 nm. Os ajustes foram obtidos no software
fornecido pela Edinburgh Instruments. Os valores de chi-quadrado reduzido variaram entre

0,968 e 1,067.
[MT-BODIPY] (uM) 0 (ns) Ay A,
10 0,30 £ 0,02 0,204 £ 0,016 0,024
20 0,33 +0,02 0,092 +£ 0,024 0,013
30 0,36 + 0,02 0,156 0,023 0,021
40 0,38 £ 0,02 0,205 +£ 0,034 -0,006
60 0,31 +£0,02 0,240 + 0,063 0,009
80 0,33 +0,02 0,246 + 0,061 0,007
100 0,45 +0,02 0,147 £ 0,020 0,035

Os tempos de correlacdo rotacional 8 na faixa de 300 ps indicam um movimento
rotacional rdpido da molécula em meio aquoso. Por outro lado, valores de anisotropia
no infinito (A) diferentes de zero indicam que existem restri¢des a rotacao da molécula,

possivelmente pela sua presenca em agregados.

4.3.5 Interaciao do Analogo MT-BODIPY com Vesiculas

A concentragdo de MT-BODIPY nas vesiculas € diferente daquela em solugao, ja
que, devido ao seu cardter anfifilico, ela deve ir para as vesiculas de fosfolipidios. Como
a concentragdo adicionada de MT em solugdo varia de 0 a 50 uM, e a concentracdo de
fosfolipidios na solucdo com vesiculas € de 1 mM, hd uma razio de 0 a 5 moléculas de
MT BODIPY para 100 moléculas de fosfolipidios nas vesiculas. Essa concentracdo é
alta, e, provavelmente, a agregacdo entre as moléculas de MT ocorre com a adi¢io de
menos mondmeros do que em solugdo aquosa, ji que as moléculas de MT devem se

agregar na propria bicamada.
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Espectros de Absorcao e de Excitacao

Obtivemos espectros de absor¢do do MT-BODIPY na presenca de vesiculas de
DMPC (Figura 4.46). Foram acrescentadas aliquotas de MT-BODIPY a suspensdo de
vesiculas, de modo que os espectros correspondem a diferentes concentracdes da

molécula.

1,2

08 - “‘ [MT-BODIPY] (uM)
Il —10
——20
—30
40
50

Absorbancia

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.46: Espectros de absorcio do andlogo fluorescente MT-BODIPY com aumento da
concentracdo em solu¢do com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C.

A partir dos espectros observamos um pico em 533 nm com um ombro em 502,
a semelhanca do obtido em etanol, indicando que a molécula estd na forma monomérica
na bicamada. H4 um pequeno deslocamento do pico em relagdo aquele de 529 nm em
etanol, o que ocorre, provavelmente, devido a interacdo da molécula com a vesicula. As
intensidades crescem linearmente com a concentracdo (Figura 4.47). A razdo entre as
intensidades aumenta com a concentracdo (Figura 4.48), sugerindo um efeito de

agregacdo do MT-BODIPY na bicamada.
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Figura 4.47: Maximo da absorbancia do andlogo fluorescente MT-BODIPY em 502 e 533 nm
com aumento da concentragdo em solucdo com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C.
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Figura 4.48: Razdo entre as absorbancias do andlogo fluorescente MT-BODIPY em 502 e 533
nm em funcdo da concentragdo em solug@o com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C.

Foram calculados os valores dos coeficientes de absorcao molar em cada um dos
meios estudados, e os resultados, para os comprimentos de onda do pico e do ombro
estdo apresentados na Tabela 4.4. Pode-se observar que no pico de maximo, préximo a
530 nm, os coeficientes em etanol e em vesiculas de DMPC sdo préximos e bem

maiores que o valor obtido para a solugdo tampdo. Essa propriedade deve estar
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relacionada a agregacdo do MT-BODIPY em tampao. Observa-se também que o
coeficiente de absorcdo em tampao € maior no comprimento de onda do ombro, em 502

nm, o que corrobora a hipétese de agregacdo em meio aquoso.

Tabela 4.4: Coeficiente de absorcdo molar ¢ calculado em cada um dos meios estudados
(tampao, etanol e suspensdo de vesiculas de DMPC) no ombro (502 nm) e no pico de absorc¢io
(529, 529 e 533 nm, respectivamente).

Meio Etanol Tampao DMPC
A (nm) 502 529 502 529 502 533
¢eM'em?) 7290 16080 6180 5310 11810 19890

De maneira anédloga, foram feitos espectros de absorcao na presenca de vesiculas
de DPPC (Figura 4.49), os quais apresentam um pico € um ombro semelhantes aos
obtidos na presenga de vesiculas de DMPC. Em comprimentos de onda menores,
observam-se valores de absorbancia negativos devido aos efeitos de espalhamento
diferentes na cubeta de referéncia em relacdo a cubeta com a solucdo de interesse. Os
valores negativos sugerem que a solucdo de referéncia estd espalhando mais a luz do
que a solugdo de interesse. Os espectros de excitagao (Figura 4.50) ndo apresentam esse

artefato experimental.
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Figura 4.49: Espectros de absorcio do andlogo fluorescente MT-BODIPY com aumento da
concentracdo em solugdo com vesiculas de DPPC 1 mM a 50°C.
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Figura 4.50: Espectros de excitagdo do andlogo MT-BODIPY com emissdao em 540 nm em

solucao com vesiculas de DPPC 1 mM a 50°C.

A diminuicdo observada na intensidade de fluorescéncia para concentragdes

maiores que 10 uM indica que ha efeito de filtro interno, ja que a emissao estava sendo

observada em 540 nm.
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Figura 4.51: Comparac@o entre os espectros de absor¢io do andlogo MT-BODIPY 10 uM nos

diferentes meios.
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Espectros de Fluorescéncia

Obtivemos espectros de emissdo do MT-BODIPY em vdarios comprimentos de
onda de excitacdo (Figura 4.52), e eles mostram que hd mudangca somente na
intensidade da emissdo em funcdo da excitagcdo, isso porque hd variacdo na absor¢ao
dependendo do comprimento de onda de excitacdo. Com excitacdo em 480 nm,

obtivemos espectros em diferentes concentracoes (Figura 4.53).
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Figura 4.52: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY 10 uM para diferentes
comprimentos de onda de excitagdo em solucdo com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C.
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Figura 4.53: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com excitacdo em 480 nm
em solucdo com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C.
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Observa-se que ha um deslocamento no comprimento de onda de maxima emissao
do MT-BODIPY em solu¢ao com vesiculas de DMPC de 547 para 562 nm (Figura
4.54), o que pode ocorrer devido a agregacdo dos mondmeros de MT-BODIPY nas
bicamadas. A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da

concentracao pode ser explicado pelo efeito de filtro interno.
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Figura 4.54: Mé4ximos de intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY, em 547 e 562
nm, com excitacdo em 480 nm em solucdo com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C.

Foram feitos espectros de fluorescéncia do MT-BODIPY em solucdo contendo
vesiculas de DPPC, com aumento da concentracdo do andlogo (Figura 4.55). Pode-se
observar que hda um aumento da intensidade de fluorescéncia até 10 uM de MT-
BODIPY, a partir de quando a intensidade comeca a diminuir (Figura 4.56). Esse efeito
de diminui¢cdo da intensidade de fluorescéncia € o mesmo observado em vesiculas de

DMPC, o qual também ocorre acima de 10 uM.
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Figura 4.55: Espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com excitacdo em 505 nm
em solucdo com vesiculas de DPPC 1 mM a 50°C.

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

800
700 —-
600
500 —
400 4
300 —
200 —-

100 4

—=—542 nm
—e— 556 nm

T T T T T T T T
10 20 30 40 50

Concentra¢io de MT-BODIPY (uM)

Figura 4.56: Maximos de intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY, em 542 e 556
nm, com excitagdo em 505 nm em solug@o com vesiculas de DPPC 1 mM a 50°C.
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Figura 4.57: Comparagio entre os espectros de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY 10 uM
nos diferentes meios.

Observamos deslocamento do médximo, tanto em DMPC quanto em DPPC, que
pode ser originado por efeitos de filtro combinados com interacdes entre moléculas de
MT-BODIPY devido a maior proximidade entre elas nas concentra¢des mais elevadas.

O formato dos espectros de fluorescéncia € semelhante em etanol, na presenca de
vesiculas de DMPC e DPPC, o que indica que o MT-BODIPY estd em forma

monomeérica, enquanto em tampao hé agregacao (Figura 4.57).

Anisotropia

O aumento da concentragdo de MT-BODIPY promove uma diminuicdo na
anisotropia de estado estaciondrio, tanto em DMPC como em DPPC (Figura 4.58 e
Figura 4.59). Esse efeito ndo foi observado em etanol nem em tampdo (Figura 4.60),
indicando que o aumento da concentragdo de MT-BODIPY nas bicamadas promove
uma diminuicio na organizacio das mesmas. E importante lembrar que, a sonda Ahba,
que se localiza na regido das cabecas polares, ndo mostrou esses efeitos. O acimulo de
MT-BODIPY nas bicamadas das vesiculas provoca mudancas na regido apolar, que é

onde estd localizado o grupo fluorescente BODIPY.
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Figura 4.58: Anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com o aumento da
concentracdo em solu¢do com vesiculas de DMPC 1 mM a 36°C no intervalo de comprimentos

de onda de 547 a 563 nm.
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Figura 4.59: Anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com o aumento da
concentragdo em solucdo com vesiculas de DPPC 1 mM a 50°C no intervalo de comprimentos

de onda de 542 a 555 nm.
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Figura 4.60: Comparacio da anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com o
aumento da concentracdo nos diferentes meios.

Decaimento da Intensidade e da Anisotropia de Fluorescéncia

Foram realizados experimentos de fluorescéncia com resolu¢do temporal com o

andlogo fluorescente da MT, a fim de observar as alteracdes no dominio do tempo.
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Figura 4.61: Decaimento da intensidade de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY com o
aumento da concentra¢fio em solugdo com vesiculas de DPPC 1 mM a 50°C.
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O decaimento da intensidade muda drasticamente com o aumento da concentracao
de MT-BODIPY (Figura 4.61). O processo mono-exponencial ocorre até a concentragao
de 10 uM, e, a partir dai, os ajustes passam a ser tri-exponenciais. Na Tabela 4.5 vemos
que o tempo de vida inicialmente era da ordem de 7 ns, compardvel aos valores obtidos
em etanol e tampao. Os tempos de vida diminuem gradualmente, com o surgimento de
componentes mais longos (acima de 10 ns, com fator pré-exponencial normalizado
pequeno) e muito curtos (da ordem de 1 ns). O decaimento complexo pode corresponder

a presenca de diferentes vizinhangas das moléculas.

Tabela 4.5: Parametros do ajuste do decaimento da fluorescéncia do MT-BODIPY para as
diferentes concentragdes em solucao contendo vesiculas de DPPC (1 mM) em temperatura de

50°C.
[MT-BODIPY] 7 (ns) T, (ns) 73 (ns) %o K %03 Xz
(uM)
1,0 --- 6,99+0,01 --- --- 100 - 1,485
2,5 - 6,88+0,01 --- --- 100 --- 1,377
10 0,82+0,06 5,96+0,82 --- 8,46 91,54 - 1,283
20 0,84+0,05 4,02+0,07 9,76£1,22 15,97 78,41 5,62 1,237
30 1,64+0,05 3,57+0,16 18,73+4,46 53,93 43,70 2,37 1,629
40 1,20+0,02 2,88+0,16 12,08+0,77 70,87 24,84 4,29 1,626
50 0,94+0,01 2,64+0,13 12,49+0,52 76,61 18,44 4,96 1,345

Medimos os decaimentos da anisotropia de fluorescéncia para as diferentes
concentracdoes de MT-BODIPY em solu¢do na presenca de vesiculas de DPPC, os quais
foram ajustados por mono-exponenciais, cujos parametros estdo na Tabela 4.6.
Verificamos que o tempo de correlagdo rotacional € diminui, mostrando que o MT-
BODIPY desorganiza a bicamada lipidica (Figura 4.62). Novamente, o efeito observado
na regido das cadeias alifdticas usando MT-BODIPY ndo foi observado na regido das

cabecas polares utilizando a sonda Ahba.
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Tabela 4.6: Parametros do ajuste do decaimento da anisotropia de fluorescéncia do MT-
BODIPY para as diferentes concentra¢des em solugdo contendo vesiculas de DPPC (1 mM) em

temperatura de 50°C.

[MT-BODIPY] Fator Pré-Exponencial Tempo de Correlagdo 5
Fator G Chi-Squared y
(uM) Ay 0
1,0 1,777 0,213+0,007 1,95+0,10 0,932
2,5 1,779 0,249+0,070 1,73+0,07 0,941
5,0 1,759 0,229+0,080 1,47+0,08 0,985
10 1,621 0,197+0,010 1,05+0,06 1,011
20 1,774 0,140+0,010 0,83+0,10 0,970
30 1,625 0,161+0,030 0,67+0,10 0,981
40 1,680 0,090+0,018 0,78+0,19 1,050
50 1,842 0,089+0,060 0,93+0,23 0,921
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Figura 4.62: Tempo de correlagdo rotacional € obtido a partir dos ajustes de decaimento da
anisotropia de fluorescéncia do andlogo MT-BODIPY em fung¢do da concentragcdo em solucdo

com vesiculas de DPPC (1 mM) em temperatura de 50°C.



CAPITULO 5. CONCLUSOES 129

CAPITULO 5. CONCLUSOES

A miltefosina (MT), também chamada de hexadecilfosfocolina, pertence ao grupo das
fosfocolinas de cadeia Unica, com caracteristicas dos lipidios naturais, e espera-se que
possuam a funcionalidade do grupo fosfocolina (PC). Possui atividade antifingica e
antibacteriana, e atividade anti-leishmania comprovada. Apresenta uma ‘“cabeca”
zwitteridnica, composta por um grupo fosforil negativo e um grupo colina positivo, € uma
cadeia hidrocarbonica com 16 carbonos, o que leva a formacdo de micelas ao invés de
bicamadas. Neste trabalho fizemos a determina¢do da concentra¢do micelar critica (cmc) da
MT por métodos baseados em medidas de tens@o superficial e de fluorescéncia. Examinamos
também a interacdo entre a MT e vesiculas de fosfolipidios, monitorando a fluorescéncia da
sonda lipofilica 2-amino-n-hexadecil-benzamida (Ahba). Estudamos ainda o derivado
fluorescente da MT com o grupo fluorescente BODIPY ligado a cauda hidrocarbonica da MT
(MT-BODIPY), determinando sua cmc e propriedades de sua interacdo com vesiculas de

fosfolipidios.

5.1 Tensao Superficial e Espalhamento

Fizemos a determinacdo da concentracdo micelar critica (cmc) pelo método da gota
pendente, baseado na mudanca da tensao superficial de uma gota de solugdo do anfifilico com
o aumento da concentracao do anfifilico até a concentracdo na qual ocorre a formacdo de
micelas. O procedimento era de formar a gota da solu¢do de tampao apenas, e uma solugdo
concentrada de MT era adicionada com uma microsseringa na gota de tampao j4 formada, e,
utilizando um software do equipamento, eram obtidos a tensao superficial e o volume da gota,
e a concentracdo de MT na gota apds a diluicdo era calculada. Os valores de cmc da MT que
obtivemos, na temperatura de 25°C, foram: 60 uM em dgua Milli-Q, 50 uM em tampio
fosfato 10 mM (pH 7,4) e 35 uM em tampao com adi¢do de 150 mM de NaCl. Os resultados
estdo dentro da faixa de valores reportados na literatura, cuja variabilidade decorre de
diferentes métodos utilizados e diferentes condi¢cdes do meio em que ocorre a micelizagao.

Foram feitas medidas de espalhamento dinamico de luz para determinar o tamanho dos
agregados de MT formados. A concentragdo de MT utilizada foi de 2 mM e observamos que a
maioria dos agregados tem um didmetro em torno de 100 nm, mas também foram encontrados

diametros em torno de 5 e de 20 nm. Isso sugere que, para a concentragdo utilizada nos
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experimentos, bem acima da cmc, hd formacdo de agregados ndo esféricos, com tamanhos
diferentes nas trés dimensodes, sendo a maior dimensio da ordem de 100 nm, a menor de 5 nm

e a intermediaria de 20 nm.

5.2 Fluorescéncia em Sistemas com MT e Ahba

Nao se notaram grandes alteragdes nas bandas de absorc@o da sonda fluorescente Ahba
na presenca da MT. A caracteristica hidrofébica da cadeia alifatica da sonda Ahba resulta em
uma solubilidade em &4gua muito baixa, e a banda mais préoxima do visivel obtida estd
centrada em 335 nm, valor que concorda com o obtido anteriormente [46]. O deslocamento da
posicdo da banda de absorcio em relacdo ao obtido em etanol (316 nm) € atribuido a
formacao de agregados da sonda em meio aquoso.

Os espectros de fluorescéncia da sonda Ahba em meio aquoso sdo de baixa intensidade,
devido a auto-supressdo que ocorre nos agregados. Os mondmeros de MT adicionados vao
para esses agregados, formando agregados mistos, o que provoca o crescimento do sinal de
fluorescéncia do Ahba e o deslocamento espectral do maximo de fluorescéncia. Acima da
cmc da MT formam-se agregados do anfifilico, e a sonda Ahba se dissolve nesses novos
agregados. As alteracOes de intensidade da fluorescéncia e do pico de emissdo permitem
estimar um valor de 30 uM para a cmc da MT em tampao com 150 mM NaCl, em
concordancia com os resultados de medidas de tensao superficial.

Medidas de anisotropia de fluorescéncia da sonda Ahba em presenga de MT podem ser
interpretadas segundo o mesmo modelo apresentado acima. Na auséncia de MT a anisotropia
medida corresponde a dos agregados de Ahba e ao acrescentar pequenas concentragdes de
MT, as moléculas do anfifilico vao para os agregados de Ahba, que aumentam de tamanho,
com consequente crescimento da anisotropia de fluorescéncia. Acima da cmc, formam-se
agregados de MT, onde se dissolve a sonda Ahba, diminuindo a anisotropia de fluorescéncia.
O valor da cmc da MT em tampao fosfato 10 mM (pH 7,4) é aproximadamente 50 uM,
comparavel ao obtido pelos métodos de tensdo superficial. Em tampao fosfato contendo 150
mM de NaCl, os dados indicam cmc préxima de 20 uM, valor abaixo do encontrado pelo
método da gota pendente, mas que concorda com a diminui¢do da cmc devido a adicao de sal
na solucao.

Foram ainda monitoradas as propriedades fluorescentes da sonda Ahba incorporada em

vesiculas de DMPC e DPPC, em presenca da MT. Os vérios pardmetros analisados - posi¢do
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espectral e intensidade da emissdo, anisotropia de estado estaciondrio, decaimento da
intensidade de emissdo e decaimento da anisotropia, mostraram pequena variacdo com O
acréscimo de MT, até razdes molares de 1:20 em relagdo a concentragdo do fosfolipidios.
Como o grupo fluorescente da sonda estd localizado na regido das cabecas polares das
vesiculas, os resultados mostram que as alteragdes produzidas pela miltefosina na bicamada

lipidica ndo afetam a regido da interface.

5.3 Analogo Fluorescente MT-BODIPY

Em etanol observam-se bandas de absorcdo tipicas do grupo fluorescente BODIPY,
com pico em 529 nm, e um ombro em 502 nm, com crescimento linear da absorbancia nos
dois comprimentos de onda com a concentragao de MT-BODIPY. Em tampao fosfato 10 mM
(pH 7.4), o pico em 502 nm ¢ bastante pronunciado e a razdo entre os picos ¢ bem maior que a
observada em etanol. Os espectros mostram que, enquanto em etanol o composto estd na
forma monomérica, em meio aquoso ele apresenta-se na forma de agregados, sendo que a cmc
do MT-BODIPY tem valor em torno de 10 uM.

O espectro de emissao fluorescente do MT-BODIPY apresenta maximo em 542 nm, que
se desloca para 550 nm com o aumento da concentragdo. Esse efeito surge do fato de que em
altas concentragdes hd um aumento da absorbancia na banda centrada em 529 nm e que se
estende até 550 nm, o que tem maior efeito sobre a emissao em 542 nm, comparada com a
banda em 550 nm. A emissdo fluorescente do composto em meio aquoso difere daquela em
etanol, com o surgimento de uma banda centrada em 566 nm com o aumento da concentragdo,
além da banda centrada em 537 nm. Os resultados sdo coerentes com as observacdes feitas
por absorcdo Optica, indicando que, em meio aquoso, o MT-BODIPY se agrega em
concentracdes da ordem de 10 pM.

As medidas de anisotropia em estado estaciondrio mostram grande mobilidade do
composto em etanol, meio em que estaria na forma monomérica, e valores maiores de
anisotropia em meio aquoso, onde forma agregados j4 em concentracdoes de 10 uM. Ja o
decaimento da anisotropia em meio aquoso mostra tempos de correlacdo rotacional 4 na faixa
de 300 ps, que indicam uma difusdo rotacional rdpida da molécula. Por outro lado, valores de
anisotropia no infinito (A,) diferentes de zero indicam que existem restri¢des a rotacdo da

molécula, possivelmente pela sua presenca em agregados.
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Finalmente, estudamos os parametros da emissdo fluorescente do MT-BODIPY
incorporado em vesiculas de DMPC e DPPC. Contrariamente ao observado nos experimentos
com Ahba e MT em vesiculas, verificamos que a posi¢do espectral e a intensidade da emissao,
anisotropia de estado estaciondrio, decaimento da intensidade de emissdo e decaimento da
anisotropia sao drasticamente alterados com o aumento da concentragdo do andlogo
fluorescente da MT nas vesiculas de fosfolipidios. Os resultados mostram que o MT-BODIPY
produz alteracdes que aumentam o grau de desordem da bicamada, o que ndo havia sido
observado nos experimentos com a sonda Ahba. Como o grupo fluorescente na MT-BODIPY
localiza-se na parte final da cadeia alifatica, concluimos que o efeito da MT sobre as vesiculas

lipidicas é o desordenamento das bicamadas na regido das caudas apolares.
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